Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pos-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

CAMILA PATRICIO BRAGA FILGUEIRA

Ensaios moleculares quantitativos e baseados em temperatura de dissociacao
do DNA para diagnéstico especifico da infeccao por Leishmania spp.

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencao
do titulo de Mestre em Biologia Celular e
Molecular

Orientadoras: Prof. Dra. Mariana Cortes Boité

Prof. Dra. Constanga Felicia de Paoli de Carvalho Britto

RIO DE JANEIRO

2018



Filgueira, Camila Patricio Braga .

Ensaios moleculares quantitativos e baseados em temperatura de
dissociacao do DNA para diagndstico especifico da infecgao por Leishmania
spp. / Camila Patricio Braga Filgueira. - Rio de janeiro, 2018.

177 £; il

Dissertagdo (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pds-Graduacdo em
Biologia Celular e Molecular, 2018.

Orientadora: Mariana Cortes Boité.
Co-orientadora: Constanca Felicia de Paoli de Carvalho Britto.

Bibliografia: f. 106-131

1. Leishmania. 2. qPCR. 3. HRM. 4. Identificagdo de espécies. 5.
Quantificagdo de amostras clinicas. I. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragéo Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

CAMILA PATRICIO BRAGA FILGUEIRA

Ensaios moleculares quantitativos e baseados em temperatura de
dissociacdo do DNA para diagndstico especifico da infec¢cdo por
Leishmania spp.

ORIENTADORAS: Prof. Dra. Mariana Coértes Boité

Prof. Dra. Constanca Felicia de Paoli de Carvalho Britto

Aprovada em: 21/06/18

EXAMINADORES:

Prof. Dra.  Alda Maria da Cruz - Presidente
Prof. Dr. Milton Ozério Moraes

Prof. Dr. Gustavo Adolfo Sierra Romero
Prof. Dra.  Aline Fagundes da Silva

Prof. Dr. Adeilton Alves Brandao

Rio de Janeiro, 21 de junho de 2018



Ministério da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

DECLARAGAO

Declaramos, para fins curriculares, que Camila Patricio Braga Flgueira, sob orientagdo da
Dr2. Constanca Felicia de Paoli de Carvalho Britto € da Dr®. Mariana Cortes Boité, foi aprovada em
21/06/2018, em sua defesa de dissertagdo de mestrado intitulada: “Ensaios moleculares quantitativos e
baseados em temperatura de dissociagdo do DNA para diagnéstico especifico da infecgao por
Leishmania spp”, area de concentragdo: Biologia Celular e Molecular. A banca examinadora foi
constituida pelos Professores: Dr®.Alda Maria da Cruz - IOC/FIOCRUZ (presidente), Dr. Milton Ozorio
Moraes - IOC/FIOCRUZ e Dr. Gustavo Adolfo Sierra Romero - UnB/DF e como suplentes: Dr?. Aline
Fagundes da Silva - INI/FIOCRUZ e Dr. Adeilton Alves Brand&o - IOC/FIOCRUZ.

A Pés-graduacéo Stricto sensu em Biologia Celular e Molecular (Mestrado e Doutorado) esta
credenciada pela CAPES - Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, de acordo
com Portaria n° 694, de 13 de junho de 1995, tendo validade no Brasil para todos os efeitos legais, e
alcangando conceito 7 (sete) na Ultima avaliagdo quadrienal da CAPES.

Informamos ainda que, de acordo com as normas do Programa de Pds-graduagao, aliberagao
do Diploma e do Histérico Escolar esta condicionada a entrega da versao definitiva da
dissertagao/tese em capa espiral (1 cépia), juntamente com o termo de autorizagdo de
divulgagao da dissertagao/tese on line e o CD-rom com a dissertagao completa em PDF.

Rio de Janeiro, 21 de junho de 2018

Leila d¢ Mendonca Lima
Matricula SIAPE 11919958
Coordenadora do Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz

Documento registrado sob n® DCE-7610/18 no livro n°ll, folha 22v em 21/06/2018.

Av. Brasil, 4365 Manguinhos Rio de Janeiro RJ Brasil CEP: 21040-360
Contatos: (21) 2562-1201 / 2562-1299 E-mail: atendimentoseac@ioc.fiocruz.br Site: www.fiocruz.brfiocensino




Dedicatoéria

Dedico este trabalho a minha familia,

meus queridos pais, meu irmao e meu
namorado, por me ensinarem a cada dia 0s
verdadeiros valores da vida, além de todo o
apoio e suporte que me permitiram chegar

até aqui.



Agradecimentos

As minhas orientadoras, Dra. Mariana Cortes Boité e Dra. Constanca
Britto por todo o ensinamento que me foi passado, pelo auxilio e orientacdo na
execucao deste trabalho.

A Dra. Elisa Cupolillo, pelo apoio, compreenséo e contribuicido concedidos
durante todo o periodo de realizacao deste estudo.

Ao Dr. Otacilio da Cruz Moreira, pela orientacdo e contribuicdo
fundamentais para que este trabalho pudesse ser realizado, e por todo o
ensinamento sobre gPCR e as diferentes técnicas moleculares.

A Dra. Daniela de Pita Pereira, pelo acompanhamento e todo o auxilio
durante este trabalho, principalmente nas reacdes e analises de HRM.

A Dra. Luiza Pereira, por estar sempre disponivel para ajudar e esclarecer
minhas duvidas que surgiam ao longo do estudo.

Aos demais pesquisadores e funcionarios do Laboratério de Pesquisas
em Leishmaniose, principalmente a Barbara Neves e a Fernanda Morgado,
pelos conselhos e apoio neste periodo.

Aos meus colegas de laboratério, que sempre estavam dispostos a ajudar
com qualquer coisa que precisasse, e a dividir seus conhecimentos comigo,
além dos momentos de descontracdo, que tornavam nossa rotina no laboratério
mais agradavel, fazendo do trabalho sempre uma alegria.

As minhas amigas do laboratério Caroline Batista e Erika Costa, por
estarem sempre comigo nestes dois anos de mestrado, e além deles, me
apoiando e ajudando no que eu precisasse.

Ao meu namorado Henry, por toda a compreensdo e apoio, estando
sempre ao meu lado me dando o suporte necessario, inclusive nos momentos
dificeis, durante todo esse periodo.

Aos meus pais, pelo apoio, compreensao e exemplo, sempre constantes,
na minha vida.

Aos meus amigos, pelo suporte, conselhos e apoio de sempre.

A Deus, por ter me dado esta maravilhosa oportunidade de adquirir
conhecimento, crescer, além de ter permitido que eu conhecesse essas pessoas

maravilhosas que ficardo para sempre na minha vida.

vi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Ensaios moleculares quantitativos e baseados em temperatura de dissociacao do DNA
para diagndstico especifico da infec¢do por Leishmania spp.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Camila Patricio Braga Filgueira

A leishmaniose é uma doenca negligenciada, presente na Europa, Asia, Africa e nas Américas,
abrangendo infec¢des assintomaticas e duas formas clinicas principais: Leishmaniose Visceral
(LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). E causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos pela fémea de flebotomineos vetores. Sabe-se que as diferentes espécies de
Leishmania estdo associadas as diferentes formas clinicas da doenca e ao seu progndstico. O
diagnostico da leishmaniose é feito a partir da combinacdo de dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais, mas principalmente através do isolamento e cultivo dos parasitos, que pode ser
seguido de ensaio de isoenzimas para identificagcdo da espécie. Este processo, contudo, tem
baixa eficiéncia, além de demandar tempo e recursos que podem ser minimizados com a
utilizacdo de abordagem molecular diretamente em material clinico. A técnica de PCR em tempo
real (QPCR) tem sido amplamente utilizada para deteccdo da infeccdo por Leishmania e para a
guantificacdo da sua carga parasitéaria, por se tratar de uma metodologia simples, rapida e
extremante sensivel, capaz de detectar concentragdes muito baixas de parasitos presentes em
uma amostra. A andlise de curvas de dissociagdo por High Resolution Melting (HRM) tem como
principal vantagem permitir investigar toda a regido amplificada pelos iniciadores e tem sido
utilizada para a identificacdo de espécies por apresentar uma sensibilidade capaz de identificar
diferencas de até um nucleotideo entre sequéncias de DNA. A realizacdo de um estudo que
estabelegca uma metodologia capaz de detectar e identificar espécies de Leishmania, e que
inclua uma validagdo analitica para uma padronizacdo adequada e permita a determinacdo da
carga parasitaria em paralelo, para possibilitar a associacdo desses dados, ainda se faz
necessaria. Assim, o objetivo deste trabalho é estabelecer uma metodologia baseada em gPCR
e HRM, que dispense o isolamento e cultivo do parasito, e que permita a detec¢éo, identificacao
de espécies de Leishmania e a quantificacdo da carga parasitaria diretamente em material
clinico. Para isso, as metodologias de gPCR e HRM foram padronizadas com cepas de
referéncia e posteriormente validadas com amostras clinicas de pacientes de Ronddnia, Brasil,
diagnosticados com leishmaniose cuténea, sendo realizada a quantificagdo da carga parasitaria
por gPCR e a identificagdo da espécie envolvida por HRM. Os resultados apontam que o alvo
HSP70 é melhor indicado para determinar a carga parasitaria de Leishmania. Além disso,
estabelecemos um algoritmo para a identificacdo das principais espécies de Leishmania de
relevancia clinica por HRM, a partir da combinacgéo de dois alvos moleculares, HSP70 e COI.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Camila Patricio Braga Filgueira

Leishmaniasis is a neglected disease present in Europe, Asia, Africa and Americas
encompassing asymptomatic infections and two main clinical forms: Visceral Leishmaniasis (VL)
and Cutaneous Leishmaniasis (CL). It is caused by protozoan parasites from Leishmania genus,
transmitted by sand fly vectors. It is known that different Leishmania species are associated with
different clinical forms of the disease and its prognosis. Diagnosis of leishmaniasis usually
combine clinical, epidemiological and laboratory data, involving isolation and parasite cultivation
followed by isoenzymatic assay for species identification. However, this process has low
efficiency and requires time and resources that can be minimized by applying molecular approach
directly in clinical samples. Real Time PCR technique (QPCR) has been widely used to detect
Leishmania infection and to quantify parasite load, once it is a simple, rapid and extremely
sensitive methodology, capable to detect very low parasite concentrations. High Resolution
Melting curve analysis allows the entire investigation of amplified region and has been used for
species identification since it presents a sensitivity capable of identify differences of a single
nucleotide in DNA sequences. Current methods are unable to simultaneously detect and identify
Leishmania or quantify the parasite load. An improvement on these methods that includes
analytical validation, standartization and data association is still needed. Thus, the purpose of this
study is to stablish a methodology based on gPCR and HRM that allows detection, species
identification and parasite load, directly from clinical samples, without the need of parasite
isolation and cultivation. Thereby, gPCR and HRM methodologies were standardized using
reference strains e subsequently validated with clinical samples from patients with cutaneous
leishmaniasis from Ronddnia, Brasil. Parasite load by qPCR and species identification by HRM
were performed. The results obtained show that HSP70 is the best target to determine parasite
load of Leishmania by gPCR. Furthermore, an algorithm was developed for identification of main
Leishmania species with clinical relevance by HRM, using two molecular targets, HSP70 and
COl.
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1. Introducéo

1.1 As leishmanioses

As Leishmanioses sdo um complexo de doencas negligenciadas e
amplamente distribuidas. S&o endémicas em mais de 98 paises entre a Europa,
Asia, Africa e as Américas (OMS, 2010). Cerca de 350 milhdes de pessoas sio
susceptiveis a doenca que apresenta prevaléncia global de 12 milhdes de casos,
com uma incidéncia anual de 0.2 a 0.4 milhdes de casos (Alvar et al., 2012).

A doenca é causada por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania (Ross, 1903), que sdo parasitas intracelulares obrigatorios
apresentando alta variabilidade genética e um ciclo de vida heteroxénico, com
parte de seu desenvolvimento em hospedeiros intermediarios (insetos vetores —
flebotomineos) e parte em hospedeiros definitivos (mamiferos) (Ashford, 1996).

Os parasitos do género Leishmania podem levar a diferentes formas de
infeccdo, abrangendo infeccdes assintométicas e duas formas sintométicas
principais, com padrdo clinico que varia de acordo com a espécie do parasito
envolvida na infeccdo. Uma série de fatores do parasito e do hospedeiro, como a
espécie ou a forma evolutiva, e as células do sistema imune inato e adaptativo,
por exemplo, vdo determinar o curso da infec¢cdo. A multiplicacdo parasitaria e
sua interacdo com a resposta imune do hospedeiro pode gerar formas de
infeccdo com diferentes graus de gravidade. Estas formas incluem aquelas
consideradas severas, onde ocorre a visceralizacdo, levando a Leishmaniose
Visceral (LV), e formas que causam desde afecgdes mucocutaneas
desfigurantes até lesGes cutaneas leves com cicatrizacdo espontanea, como a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). A epidemiologia e as
caracteristicas clinicas da doenca sao altamente variaveis devido a
complexidade das interacOes parasito/vetor/hospedeiro/ambiente (Bailey e
Lockwood, 2007).

1.1.1 Ciclo biolégico

Os flebotomineos se infectam ao ingerir as formas amastigotas de
Leishmania, que possuem flagelo internalizado, durante o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado. Na luz do trato digestivo desses insetos, as formas

amastigotas se diferenciam em promastigotas, com flagelo livre, que vivem no



meio extracelular e medem de 15 a 40 um. Os insetos fémeas, durante o repasto
sanguineo, inoculam no hospedeiro vertebrado as formas promastigotas
metaciclicas de Leishmania sp., presentes em suas glandulas salivares (Murray
et al., 2005). No hospedeiro vertebrado, os parasitos se diferenciam nas formas
amastigotas, medindo de 3 a 6 um, as quais se dividem obrigatoriamente no
interior de células do sistema mononuclear fagocitario - Figura 1.1 - (Garnham,
1987).

No interior dos fagolisossomos dos macréfagos, as amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria e infectam outros macréfagos do local ou mesmo
de tecidos distantes, ap0s a disseminacdo do parasito. Em pacientes
susceptiveis, esse evento desencadeia um processo inflamatério local ou
sistémico, os quais sdo ineficazes e a doenca € iniciada, se 0s mecanismos
imunes  especificos nao estiverem devidamente estabelecidos. O
estabelecimento da infeccao, que culmina na expressao clinica da doenca, se
desdobra lentamente, apds periodos variaveis de incubacdo, de semanas a
meses (Ready, 2014).

Estdgios de flebotomineos Estdgios em humanos
Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudével
(injetando com sua saliva 9 No orgamsmo os

o arios na forma de d sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e macréfagos
migram para a faringe > =

do inseto ?/ﬁ (

x %vg A N oy

Amastigotas se transformam em

promastlgo(as
Amasugolas se

e o 0 ; : E__ multiplicam dentro da
Dee células por divisdo
-~ » bindria (incluindo
Ingestdo de células Do macréfagos) em varios

parasitadas : tecidos a
o Flebotomineo ingere

sangue com macr6fagos
infectados com
amastigotas

o &

Promastigotas se
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amastigotas dentro de
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A= Estdgio infeccioso
A= Fase de diagnéstico

Figura 1.1: Ciclo biolégico de Leishmania com seus estagios evolutivos no inseto
vetor e no hospedeiro vertebrado. Fonte: Adaptado de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.
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1.2 O vetor

Os protozoarios do género Leishmania sdo transmitidos por insetos
vetores (flebotomineos) da ordem Diptera, pertencentes a subfamilia
Phlebotominae e aos géneros Lutzomyia, nas Américas, e Phlebotomus, na
Europa, Asia e Africa (Galati, 1995). No Brasil, os flebotomineos sdo chamados
popularmente de mosquito-palha, tendo seu comprimento quando adulto
variando de 2 a 4 mm. Geralmente possuem habito crepuscular e conseguem se
dispersar por cerca de 200 m (Chaniotis et al., 1974; Marzochi, 1992).

Os flebotomineos sé&o hospedeiros naturais de diversos microrganismos,
incluindo alguns agentes etioldégicos de doencas de importancia médica, como
alguns virus, bactérias e protozoarios. Considerando os tripanossomatideos,
podem ser encontrados trés géneros destes em flebotomineos: Endotrypanum,
Trypanosoma e Leishmania (Lainson e Shaw, 1987).

Existem trés géneros principais de flebotomineos que ocorrem nas
Ameéricas: Brumptomyia Franca e Parrot, 1921, Warileya Hertig, 1948 e
Lutzomyia Franga, 1924; existindo cerca de 800 espécies de flebotomineos
descritas, sendo que 464 delas estédo distribuidas nas Américas (Galati, 2003;
Seccombe et al., 1993).

Aproximadamente 166 espécies foram relatadas como vetores
comprovados ou potenciais de diferentes espécies de Leishmania, tanto nas
Américas quanto na Europa, Asia e Africa. Entre essas, 78 s@o espécies de
vetores comprovados de Leishmania nas Américas, sendo as espécies de L.
(Leishmania), L. (Viannia) e Endotrypanum transmitidas por flebotomineos do
género Lutzomyia. De 118 espécies de Lutzomyia, 47 sdo comprovadas como
vetores (Akhoundi et al., 2016). O género Lutzomyia € o mais diverso dentre os
géneros de flebotomineos, no entanto, as espécies de vetores de Leishmania
encontram-se somente em alguns subgéneros (Nyssomyia, Psychodopygus e
Lutzomyia). Lutzomyia é o género mais importante em termos de diversidade de
espécies e importancia médica, exibindo uma ampla area de dispersao. Sao
encontradas principalmente em areas de floresta nas Américas do Sul e Central.
A classificacdo das espécies de Lutzomyia permanece em grande parte ndo
resolvida e depende de divisbes baseadas em caracteres taxonémicos

morfolégicos que ainda sao controversos (Akhoundi et al., 2016).



Uma relacdo muito préxima tem sido demonstrada entre espécies de
flebotomineos e de Leishmania, como por exemplo, entre Phlebotomus papatasi
e Leishmania (Leishmania) major, devido a presenca de receptores especificos
no intestino médio dos flebotomineos (Kamhawi et al., 2004). A maioria das
espécies de Leishmania sdo mais restritas em relacdo a variedade de vetores
gue sao capazes de transmiti-las do que em relacdo a variedade de mamiferos
hospedeiros/reservatérios aos quais sdo capazes de infectar, sugerindo uma
relacdo coevolutiva muito mais proxima com os flebotomineos do que com seus
hospedeiros vertebrados (Ready e Pesson, 1999). No entanto, essa alta
especificidade entre Leishmania e o seu vetor flebotomineo parece estar restrita
as espécies de vetor do género Phlebotomus (P. papatasi ou P. duboscqi e P.
sergenti) Assim, a ocorréncia de hibridos de duas espécies de Leishmania pode
ter consequéncias em termos de especificidade e eficiéncia de transmissao (Volf
et al., 2007; Dostalova e Volf, 2012).

As diferentes espécies de Leishmania se desenvolvem de formas
diferentes nos flebotomineos vetores, apresentando variacbes quanto a
localizacdo dos parasitos no tubo digestorio do inseto (Lainson e Shaw, 1987).
Estas caracteristicas levaram a atual classificacdo do género Leishmania em
dois subgéneros, Euleishmania (L. Leishmania e L. Viannia) e Sauroleishmania,
gue teve sua confirmacédo bioquimica e molecular posteriormente, apresentando
espécies que ndo sdo patogénicas ao homem, mas que também séo

transmitidas por flebotomineos (Cupolillo et al., 2000).

1.3 O Parasito e sua diversidade genética

O género Leishmania apresenta alta diversidade genética (Cupolillo et al.,
1997; Boité et al.,, 2012). Essa diversidade est4 associada a ocorréncia de
variadas formas clinicas. Nas Américas, a forma visceral é causada por L. (L.)
infantum. Embora ainda possam ser encontradas na literatura a denominacao de
L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum chagasi, estas sdo sinonimias de L. (L.)
infantum (Killick-Kendrick 1985, Rioux et al., 1990). Ja a forma tegumentar pode
ser causada por 16 espécies diferentes de Leishmania, pertencentes aos dois
subgéneros, Leishmania e Viannia, sendo que no Brasil, as espécies mais
comuns causadoras da LTA sdo L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.)

braziliensis (Baptista et al., 2009; Brasil, 2017). A LTA pode, porém, ser causada



também por outras espécies como L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) shawi, L.
(V.) utingensis e L. (V.) lindenbergi, principalmente na regido Amazonica do pais
(Grimaldi et al., 1989; Shaw, 1994; Silveira et al., 2002).

Os parasitos do género Leishmania apresentam uma ampla variabilidade
eco-epidemiologica. As espécies que infectam mamiferos estdo distribuidas no
mundo todo, estando presentes em areas tropicais e subtropicais, incluindo as
Américas do Norte, Central e do Sul, na bacia do Mediterraneo, Sudeste da
Europa, Oriente Médio, Asia Central e Sudeste Asiatico, no subcontinente
indiano, Africa e recentemente também tem sido relatada na Australia (Akhoundi
et al., 2016).

Tendo em vista a morfologia bastante similar entre as espécies do género
Leishmania, a classificacdo classica destes parasitos foi baseada na infeccéo
em humanos e em caracteres biologicos, geograficos e epidemiolégicos
(Chance, 1979). Mais recentemente a filogenia molecular tém ajudado a
esclarecer a taxonomia dos tripanossomatideos (Jirku et al., 2012; Espinosa et
al., 2016). No entanto, sua classificacdo e sua genética evolutiva ainda precisam
ser melhor estudadas e abordadas pois uma base taxondmica sélida e
consensual, baseada no conhecimento da estrutura populacional e da
diversidade filogenética sdo pré-requisitos indispensaveis para a compreensao
da epidemiologia dos microrganismos patogénicos (Bafiuls et al., 1999).

O sistema de reproducao de Leishmania e suas estruturas populacionais
ainda sdo bastante discutidos. Tibayrenc e colaboradores, ao analisarem
resultados publicados em termos de populacdo genética, encontraram um forte
desequilibrio de ligacdo (associacdo ndo-aleatoria de alelos em dois ou mais
loci, ndo necessariamente no mesmo cromossoma) em diversas espécies de
Leishmania, entre elas L. (L.) infantum, e prop6s entdo que estes parasitos,
dentre outros, sdo basicamente clonais (Tibayrenc et al., 1990). Essa hip6tese
nao foi rejeitada por Jiménez e colaboradores para populagbes de L. (L.)
infantum isoladas de pacientes com Aids (Jiménez et al., 1997).

Em outros estudos, no entanto, esse modelo clonal em Leishmania tem
sido contestado, como nos estudos realizados por Bastien e colaboradores, e
também por Blaineau e colaboradores. Ambos propuseram, apos a analise de
resultados de eletroforese de campo pulsado, que algumas populagdes de L. (L.)

infantum sdo panmiticas [populacdo em que todos os individuos séo potenciais



parceiros, ou seja, em que ha cruzamentos ao acaso, mantendo-se a frequéncia
dos genotipos] (Bastien et al., 1992; Blaineau et al., 1992).

Em relacdo a diversidade genética intraespecifica, pode-se dizer que
parasitos do género Leishmania circulam em humanos, vetores e reservatorios
como um conjunto de subpopulacdes heterogéneas (Tibayrenc et al., 1990).
Assim, tem sido proposto que alguns clones poderiam se propagar melhor ou
pior em &reas endémicas, e que diferentes graus de endemicidade poderiam
estar associados a uma maior ou menor diversidade de clones circulando na
natureza, representando situacfes epidemiolégicas mais simples ou mais
complexas (Pacheco et al., 1986).

Diferentes cenérios ecoepidemiologicos também sdo possiveis
influenciadores da variabilidade genética de populacdes de Leishmania. A
circulacdo das populacdes parasitarias em um maior numero de espécies de
vetores e reservatorios pode ser possibilitada por situacdes epidemioldgicas
mais complexas, em regifes endémicas. Esse maior nUmero de espécies de
vetores e reservatorios representam fontes de heterogeneidade, na dinamica da

interacdo parasito-hospedeiro (Shaw, 1997).

1.4 Taxonomia e identificacao de espécies do género Leishmania

Os parasitos que causam as leishmanioses apresentam a seguinte
classificacdo taxondmica: pertencem ao reino Protista (Haeckel, 1866), sub-reino
Protozoa (Goldfuss, 1817), filo Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth,
1963), sub-filo Mastigophora (Desing, 1866), classe Zoomastigophorea (Calkins,
1909), ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976), sub-
ordem Trypanosomatina (Kent, 1880), familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901)
e género Leishmania (Ross, 1903).

A familia Trypanosomatidae € caracterizada pela presenca de uma
estrutura denominada cinetoplasto, composta por cadeias de &cido
dexorribonucléico (DNA) em formato de disco, com varias copias de genoma
mitocondrial, localizada no interior de uma mitocondria Unica associada a base
do flagelo do organismo (Riou e Delain, 1969; Vickerman e Preston, 1976;
Simpson et al., 1987; Rodgers et al., 1990).

Estudos taxonOmicos de isolados de Leishmania provenientes das

Américas indicam uma enorme diversidade dentro deste género. Um grande



namero de novas espécies de Leishmania de areas silvestres neotropicais tem
sido descritas. Algumas destas estao relacionadas com a doenca em humanos,
outras parecem ser restritas a ordens inferiores de mamiferos, como roedores
por exemplo (Lainson e Shaw, 1987). Desde entdo, o0 numero de espécies
nomeadas aumentou continuamente e diversos taxons ou regimes de
classificacdo foram propostos (Gardner, 1977; Lainson e Shaw, 1979; Rioux et
al., 1990), inclusive uma subdivisdo do género Leishmania (Ross, 1903) em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania, de acordo com o desenvolvimento do
parasito no intestino do inseto vetor. Os parasitos do subgénero Viannia se
desenvolvem no intestino posterior do flebotomineo, aderidos a parede,
enquanto que parasitos do subgénero Leishmania se desenvolvem no intestino
meédio e anterior do flebotomineo (Lainson e Shaw, 1987).

As espécies de Leishmania sdo morfologicamente muito similares, com
excecbes de pequenas diferencas de tamanho. Os critérios iniciais para
identificacdo e caracterizagdo desses parasitos foram baseados em
caracteristicas extrinsecas, como a manifestacdo clinica, caracteristicas
geograficas e epidemioldgicas, além de diversos outros critérios bioldgicos. No
entanto, esses critérios eram muito variaveis, o que levou entdo ao
desenvolvimento de métodos bioquimicos (Cupolillo et al., 1998), imunoldgicos e
moleculares, com o intuito de fornecer marcadores taxondmicos mais precisos,
baseados nas caracteristicas intrinsecas do préprio parasito. Dentre esses
métodos, um que é usado até os dias de hoje, sendo considerado ainda o
padrdo ouro para a tipagem de Leishmania pela OMS (Organiza¢cdo Mundial da
Saude) e pelo Ministério da Saude (Brasil), € a eletroforese de isoenzimas. Além
deste, outros métodos também foram desenvolvidos e utilizados para a
identificacdo de espécies de Leishmania, como o uso de anticorpos monoclonais
espécie-especificos, ou a utilizacdo de sondas de DNA, e de polimorfismos de
comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP — do inglés restriction fragment
length polymorphism), usando como alvo diferentes sequéncias de DNA
(Macedo et al., 1992; Guizani et al., 1994; Mendonza-Leon et al., 1995).

A analise eletroforética de isoenzimas € o método mais utilizado para a
caracterizacdo de Leishmania (OMS, 1990). Esta metodologia permite a analise
de uma grande amostra de genes estruturais fornecendo evidéncias genéticas

para distinguir polimorfismos dentro de uma mesma espécie, bem como para



obter informacdes sobre a biologia reprodutiva de um determinado organismo
(Richardson et al.,, 1986). Esta técnica envolve a separacdo de isoenzimas
através de eletroforese em gel e a posterior visualizagdo de enzimas especificas
usando reacdes de coloracdo apropriadas. Isolados identificados por isoenzimas
sédo divididos em grupos com padrdes de bandas idénticos (alelos), que sao
chamados de zimodemas (Godfrey, 1979). Os zimodemas podem representar
tanto diferencas enzimaticas simples, quanto um conjunto de diferencas que
ocorrem entre grupos populacionais (Momen, 1984).

As espécies de Leishmania séo classificadas em complexos com base em
critérios extrinsecos, como o0 comportamento do parasito em cultura e em
hamsters experimentalmente infectados, sendo divididas em trés complexos:
Leishmania braziliensis, Leishmania donovani e Leishmania mexicana (Shaw e
Lainson, 1972). Por analise de isoenzimas, foram definidos complexos de
espécies dentro dos subgéneros (Cupolillo et al., 1994).

Cupolillo e colaboradores propuseram uma nova classificacdo para o
género Leishmania (Cupolillo et al., 2000). Espécies de Leishmania podem ter
como hospedeiros vertebrados mamiferos e diversos répteis. Com isso, foi
proposta a divisdo desses parasitos em duas secoes, sendo uma delas dividida
em trés subgéneros. A primeira se¢cdo, chamada de Euleishmania, compreende
os trés subgéneros: L. (Leishmania), L. (Viannia) e L. (Sauroleishmania). Ja a
segunda secédo, chamada de Paraleishmania, compreende diversas espécies de
Leishmania, inclusive aquelas que sua classificacdo anterior era considerada
incerta, como: L. herreri, que foi isolada de preguicas; L. equatorensis, descrita
como parasita de mamiferos arbéreos, como preguicas e esquilos; L. deanei e L.
hertigi, isoladas de porcos-espinhos; e L. colombiensis, que tem sido isolada de
diversos hospedeiros, incluindo humanos (Cupolillo et al., 2000).

O subgénero L. (Sauroleishmania) inclui somente as espécies que tem 0s
répteis como hospedeiro vertebrado (Taylor et al., 2010%). Embora alguns
estudos o considerem um outro género (Lainson e Shaw, 1987), outros estudos
moleculares corroboram sua classificagdo como subgénero (Safjanova, 1982).
Ja as espécies que parasitam mamiferos sdo divididas em dois subgéneros L.
(Leishmania) e L. (Viannia).

Um sistema de classificagdo taxondmica de Leishmania foi definido pela

aplicacdo de taxonomia numérica, a partir dos dados obtidos pela eletroforese



de isoenzimas e analise por marcadores moleculares, associadas aos conceitos
que foram utilizados para a descricdo de cada espécie, e esta representado na
figura 1.2 (Cupolillo et al., 2014).



Subreino
Ordem
Familia
Geénero
Segdes
Subgénero

Complexo

Espécie

Protozoa

Kinetoplastida
Tripanossomatidae
Crithidia Leptomonas ~ Herpetomonas  Blastocrithidia ~ Leishmania ~ Trypanosoma  Phytomonas  Endotrypanum
Euleishmania Paraleishmania*
- I . . I . -] ok
Leishmania : Viannia Sauroleishmania™**
[ I [ | [ I
L. donovani L. major L. tropica L. mexicana L. braziliennsis L. guyanensis
L. donovani ! L. major 3 L. tropica L. enrietti L. arabica L. turanica L. braziliennsis L. guyanensis L. lainsoni L. utingensis L. lindenbergi L. naiffi
L. archibaldi'® L. gerbilli** L. killicki* L. venezuelensis # L. peruviana * L. panamensis *
L. infantum 2 L. aethiopica* L. foratinii # L. shawi*
L. chagasi 2# L. amazonensis *
L. gamhami 4#
L. mexicana 5 " %342 consideradas espécies sinonimias °L. equatorensis L. agamae
L. pifanoi 5* # ; ; " L. colombiensis L. adleri
Lilabs iy Status de espécie em discuss@o L. hertigi L tarentolae
L. aristidesi ** L. deanei L. ceramodactyli
L. herreri L. zmeevi
L. hoogstraali

L. gymnodactli

Nimeros sobrescritos identificam as espécies em que ha discussao quanto a validade taxondmica (possiveis sinonimias).

“*Espécie questionada quanto a sua validade taxondmica dentro do género.

Figura 1.2: Sistema de classificacdo taxondmica de espécies de Leishmania, considerando a descricdo original das espécies e

classificacdes propostas com base em critérios extrinsecos e a partir dos resultados obtidos por métodos bioquimicos e

moleculares. Retirado do livro Leishmanioses do Continente Americano, 2014.
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Atualmente séo descritas aproximadamente 30 espécies de Leishmania,
sendo que cerca de 20 dessas sao patogénicas para seres humanos. Um fato
importante € a diversidade genética inter e intraespecifica que caracteriza o
género Leishmania. Sabe-se que as espécies do subgénero L. (Viannia) variam
bastante em seu grau de diversidade, pois enquanto L. (V.) braziliensis, assim
como L. (V. naiffi, apresenta um grau de polimorfismo isoenzimatico
intraespecifico (compreendendo diversos zimodemas), L. (V.) guyanensis é
notavelmente homogénea (Cupolillo et al., 2014).

Mais recentemente um estudo realizado por Espinosa e colaboradores
propds uma revisdo taxondmica de Leishmania e Endotrypanum. Este trabalho,
através de andlises filogenéticas do gene HSP70 e gGAPDH, descreve um novo
subgénero dentro de Leishmania: L. (Mundinia) (Shaw, Camargo e Teixeira,
2016), além dos subgéneros L. (Leishmania), L. (Viannia) e L.
(Sauroleishmania), ficando o género Leishmania entdo dividido em quatro
subgéneros. Este novo subgénero foi criado para englobar o complexo L.
enriettii, formado por uma cepa australiana de Leishmania sp., isolada de um
canguru vermelho e caracterizada como L. enrietti, e também por L.

martiniquensis (Espinosa et al., 2016).

1.5 Aspectos Epidemioldgicos

As leishmanioses podem ser agrupadas em duas grandes categorias de
acordo com a fonte de infeccdo: as leishmanioses zoondéticas, nas quais 0s
hospedeiros reservatérios sdo animais, domeésticos ou silvestres, e as
leishmanioses antropondticas, nas quais o hospedeiro reservatério € o humano
(OMS, 2017). Embora cada espécie de Leishmania seja geralmente classificada
em uma ou outra categoria, podem haver algumas excecdes. Por exemplo, L.
(L.) tropica, que é o agente etioldgico de algumas leishmanioses cutaneas na
Europa, Asia e Africa, € normalmente antroponética, no entanto, em alguns
focos da doenca, este parasito deriva ndo de seres humanos, mas de outros
animais. Da mesma forma, varias espécies que causam leishmaniose cutanea e
séo tipicamente zoonoticas, eventualmente podem ter os seres humanos como
fonte ocasional de infec¢cdo (OMS, 2010).

Na Europa, Asia e Africa, os principais focos de transmissdo de

Leishmania ocorrem nos peridomicilios, em areas semiaridas que sofreram
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modificacdes por seres humanos, enquanto que nas Américas, 0s parasitos sao
frequentemente associados a habitats silvestres, embora algumas espécies
apresentem transmissao predominantemente peridomiciliar. Esses parasitos
habitam o intestino do inseto vetor, no entanto, alguns parasitos do género
Leishmania j& foram encontrados em glandulas salivares de flebotomineos
vetores. A presenca de uma grande quantidade de parasitos em sua forma
metaciclica nas glandulas salivares foi correlacionada a intensidade da infec¢éo
no intestino do inseto vetor (Killick-Kendrick et al., 1996).

O sistema ecolégico das espécies de Leishmania é composto por uma ou
um pequeno numero de espécies de flebotomineos vetores e uma ou poucas
espécies do hospedeiro reservatorio vertebrado. Normalmente existe um
hospedeiro reservatorio principal para uma determinada espécie de Leishmania
em um determinado foco, mas outros mamiferos na mesma area podem ser
infectados. Estes sdo hospedeiros secundarios e acidentais. Os hospedeiros
secundarios podem desempenhar algum papel na manutencédo da transmissao
do parasito, e, por isso, podem eventualmente trazer o parasito do seu foco
enzootico para o contato préximo com humanos. Ja os hospedeiros acidentais
sdo mamiferos que, apesar de infectados, ndo desempenham nenhum papel na
manutencao da transmissao, ou seja, Ndo sdo capazes de transmitir 0 parasito
(Rey, 2013).

A LTA é a forma mais branda da doenca, compreendendo a ocorréncia de
lesBes locais na pele, no local de inoculacédo do parasito pelo flebotomineo vetor.
Nessa forma clinica, sdo frequentes as ulceracdes da pele, com bordas
elevadas, e o quadro é normalmente assintomatico, sendo predominante em
areas corporais expostas. Atinge os individuos que habitam ou que estiveram
em éareas endémicas (Furtado, 1994; Gontijo e Carvalho, 2003). Em alguns
casos, lesbBes inicialmente cutdneas, normalmente causadas por L. (V.)
braziliensis, podem acometer as mucosas do paciente, evoluindo assim para a
forma mucosa da doenca. Alguns fatores podem estar associados a essa
evolucao da forma clinica, como por exemplo a demora na cicatrizagdo da leséo
primaria e o tratamento inicial inadequado (Marsden, 1986; OMS, 1990;
Carvalho et al., 1995).

Além disso, na LT pode ocorrer a forma cutanea difusa da doenca, que

apresenta lesdes nodulares e infiltracdes cutaneas pronunciadas e que podem
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ser facilmente confundidas com lesGes presentes na hanseniase (Pearson e
Sousa, 1996; Grevelink e Lerner, 1996). A forma disseminada é caracterizada
por lesdes multiplas, normalmente ulceradas, distribuidas por diversas areas da
pele, distantes do sitio de inoculacdo primaria (Marzochi e Marzochi, 1994). Os
diferentes tipos de lesbes presentes na forma tegumentar da doenca podem ser
facilmente confundidos com ulceras traumaticas, ulceras de estase, ulcera
tropical, ulceras de membros inferiores causadas por anemia falciforme,
piodermites, paracoccidioidomicose, neoplasias cutaneas, sifilis e tuberculose
cutanea. Por isso, somente o diagnostico clinico ndo é suficiente para a
identificacdo precisa de infec¢cdes por Leishmania (Montenegro, 1926; Furtado,
1994).

No Brasil, recentemente tem sido relatadas epidemias urbanas da forma
visceral da leishmaniose (LV) em diversas areas. Frequentemente também tem
sido detectado o parasito em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (Aids), semelhantemente ao que é observado no sul da Europa (OMS,
2010; Brasil, 2011). Um dos principais fatores que contribuem para o aumento
da mortalidade de pacientes com LV é o diagndstico tardio, pois 0s sintomas sao
facilmente confundidos com os de outras doencas. Esse fator acaba colocando
0S pacientes em risco, uma vez que ha o rapido acometimento sistémico,
levando entdo a uma alta letalidade (Brasil, 2006).

Ainda assim, alguns estudos demonstram que parte da populacdo de
areas endémicas, algumas vezes permanecem assintomaticos ou se recuperam
espontaneamente da infeccdo. Com isso, dentre os principais fatores de risco
associados a progressdo da LV estdo a desnutricdo, fatores genéticos e a

coexisténcia de outras doencas (Brasil, 2011; Griensven e Diro, 2012).

1.6 Diagnaostico

Normalmente, o diagndstico das leishmanioses compreende a associacao
de dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. Entretanto, os sinais clinicos
e 0s sintomas, por si sé ou em combinacdo, ndo sdo sempre suficientes, visto
gue podem ser confundidos com outras doencas (OMS, 2010), sendo portanto
fundamental a realizacdo do diagnostico laboratorial, que pode ser feito por

exames parasitoldgicos, imunolégicos, testes sorolégicos e exames moleculares.
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O diagnastico clinico da LTA é realizado com base nas caracteristicas da
lesdo, associadas aos dados epidemiologicos do paciente. As manifestacdes
clinicas dessa forma da doenca dependem de diversos fatores, como a espécie
de Leishmania envolvida na infeccéo e sua relacdo com o hospedeiro (Saravia
et al., 1989). Considerando o amplo espectro de lesGes envolvidas na LTA,
realiza-se a confirmacdo do diagndstico clinico, que é feita pelo diagnéstico
parasitolégico através da pesquisa do parasito na amostra.

Devido a sua alta especificidade, o método ouro para o diagndstico da
LTA ainda € a microscopia (Herwaldt, 1999), no qual é feita a analise
microscopica do material clinico, que pode ser obtido por escarificacdo,
aspiracdo, biopsia da borda da lesdo ou por métodos menos invasivos como a
escova cervical, para a busca das formas amastigotas do parasito no material
fixado em laminas coradas. Contudo, nem sempre € possivel a visualiza¢do dos
parasitos diretamente no material, pois o tempo de duracdo da lesdo e o método
de coleta podem influenciar na sensibilidade da deteccdo dos parasitos pelo
exame microscopico (Gontijo e Carvalho, 2003; OMS, 2010).

Com isso, muitas vezes tenta-se isolar o parasito, cultivando-o em meio
de cultura para a posterior analise e identificacdo da espécie envolvida por
ensaios moleculares, como de isoenzimas. Isso é feito porque a correta
identificacdo das espécies de Leishmania envolvidas em uma infec¢do, assim
como daquelas circulantes em areas endémicas, € de fundamental importancia
para determinar o prognaostico e tratamento corretos, e também para o estudo da
epidemiologia da doenca e o planejamento de estratégias de controle (Bafiuls et
al., 2007). No entanto, este método exige facilidades laboratoriais e pessoal
treinado para a realizacdo das técnicas, além de demandar tempo e recursos
(Herwaldt, 1999).

Os primeiros testes de imunodiagnéstico nao apresentavam boa
sensibilidade e especificidade, e foram entédo substituidos, nos anos 1970, pela
imunofluorescéncia indireta e pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assays — ELISA). Estes, por sua vez,
foram substituidos no campo por duas técnicas que nao requerem laboratorio: a
aglutinacdo direta de promastigotas, na década de 1980, e a deteccao
imunocromatogréfica por dip-stick de um antigeno K39 recombinante, clonado
em meados dos anos 90. (OMS, 2010).
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Os testes de aglutinacdo direta a base de antigenos liofilizados e os
testes de imunocromatografia comercialmente disponiveis tornaram-se testes de
referéncia, pois apresentam elevadas sensibilidade e especificidade (Chappuis
et al., 2006), sdo de facil uso e exigem minimas expertise tecnoldgica e estrutura
de laboratorio. No entanto, esses métodos podem apresentar resultados
imprecisos em hospedeiros imunossuprimidos, além de n&o identificarem as
espécies de Leishmania envolvidas na infeccéo.

Considerando o diagndstico da LTA, os testes sorolégicos sdo raramente
utilizados, uma vez que a sensibilidade pode ser variavel, pois os niveis de
anticorpos circulantes contra os parasitos que causam essa forma da doenca
tendem a ser reduzidos; além de demonstrar variacdo quanto a especificidade,
principalmente em areas onde h& prevaléncia de outros parasitas
antigenicamente semelhantes, levando a ocorréncia de reacdes cruzadas (Kar,
1995).

O teste de Montenegro era muito utilizado para o diagnéstico da LTA
devido ao seu uso simples e por sua alta sensibilidade e especificidade (Weigle
et al.,, 1991). No entanto, entre suas principais desvantagens estdo a
necessidade da cultura para a producao do antigeno do teste de Montenegro, o
fato de que diferentes preparacdes de antigenos influenciam na sensibilidade do
teste, e 0 mesmo ndo permitir a distingdo entre infeccbes passadas e presentes
(Gontijo e Carvalho, 2003). Este teste ndo é utilizado para o diagndstico da
leishmaniose visceral, uma vez que o0s pacientes s6 desenvolvem forte
imunidade mediada por células especificas contra Leishmania, quando curados
(Bensoussan et al., 2006).

Neste cenario, as ferramentas de biologia molecular utilizadas como
meétodos de diagndstico buscam associar a alta sensibilidade para a deteccéo
dos parasitos aliada a elevada especificidade para a acurada identificacdo do
agente etioldgico (Bensoussan et al., 2006; Schonian, 2010; Graca et al., 2012;
Koltas et al., 2016).

Nos anos 1990, a deteccdao de DNA do cinetoplasto pela reacdo em
cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction — PCR)
convencional (cPCR), aumentou significativamente a sensibilidade e permitiu o
diagndstico de espécies em amostras de tecido e sangue. Varios protocolos

baseados em PCR para a deteccdo de DNA de Leishmania spp. tém sido
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desenvolvidos e utilizados por pesquisadores e profissionais de saude
(Reithinger e Dujardin, 2007).

1.6.1 A gPCR no diagnostico de Leishmania

A PCR guantitativa em tempo real (do inglés - quantitative real-time PCR),
ou gPCR, é uma tecnologia que possibilita com exceléncia o diagnéstico
molecular, com sua capacidade de detectar e quantificar quantidades minimas
de acidos nucleicos em uma vasta gama de amostras de diferentes origens
(Bustin, 2000; Kubista et al., 2006). A simplicidade conceitual e pratica deste
método, juntamente com sua combinacdo de rapidez, sensibilidade e
especificidade em um ensaio homogéneo, o tornaram o método o mais utilizado
atualmente para a quantificacdo de acidos nucleicos. Além de seu uso como
ferramenta de pesquisa, tém sido desenvolvidas varias aplicacdes diagndsticas,
incluindo a quantificagdo de parasitas, determinacdo da dosagem de genes,
identificagédo de transgenes em alimentos geneticamente modificados, avaliagédo
do risco de recorréncia de cancer e aplicacdes para uso forense (Bernard et al.,
2002; Mackay et al., 2002; Mackay et al., 2004; Bustin et al., 2005; Bustin et al.,
2006; Berg et al., 2007).

Em Leishmania, a avaliacdo quantitativa da carga parasitaria em tecidos
do hospedeiro tem sido proposta como muito Gtil para o monitoramento da
resposta a terapia antileishmania, e para abordar as lacunas na compreenséao da
histéria natural da infeccdo por Leishmania em humanos (Mary et al., 2006;
Meide et al., 2008; Romero et al., 2010).

O método mais tradicional utilizado em estudos cientificos, para a
guantificacdo de Leshmania em tecidos de hospedeiros, € o ensaio de diluicdo
limitante (LDA — do inglés limiting dilution assay) (Maurya et al., 2010; Titus et
al., 1985). No entanto, esta metodologia € ardua, bastante demorada, depende
de condigBes estéreis e pessoal altamente treinado, além de poder ser aplicada
somente com amostras frescas e que possuam cargas parasitarias relativamente
altas, devido a sua baixa sensibilidade (Maurya et al., 2010; Zhang et al., 2006).

Atualmente, a gPCR €& amplamente utilizada em estudos para o
desenvolvimento de metodologias diagndsticas, uma vez que permite uma
deteccdo e quantificacdo de parasitos de forma rapida, sensivel e precisa
(Cummings e Tarleton, 2003; Lin et al., 2000; Kamau et al., 2011).
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O estabelecimento de ensaios quantitativos baseados na gPCR
possibilitou estimar a carga parasitaria de Leishmania diretamente de amostras
de pacientes. O uso da gPCR tem sido de extrema importancia para o
monitoramento da progressdo da doenca, da eficacia do tratamento anti-
Leishmania, o manejo clinico de pacientes co-infectados com HIV (Bossolasco et
al., 2003; Molina et al., 2013) e daqueles curados de leishmaniose cutanea, mas
com risco de desenvolver leishmaniose mucosa (Jara et al., 2013). Para isso,
diversos protocolos de gPCR em tempo real tém sido desenvolvidos,
demonstrando uma alta sensibilidade analitica e uma excelente linearidade
(Mary et al., 2004; Castilho et al., 2008).

Estudos relatando o uso de gPCR vinham focando principalmente na LV,
enquanto estudos reportando LTA, para as espécies de L. (Viannia) eram mais
escassos (Mary et al., 2004; Verna et al., 2010; Sudarshan et al., 2011). Nos
ultimos anos, ensaios de gPCR para deteccdo de Leishmania, quantificacdo e
identificacdo de espécies aprimoraram a analise e o diagnostico molecular da
LTA (revisto por Moreira et al., 2017). Contudo, sua maior sensibilidade analitica
em relacdo a PCR convencional foi quastionada (Bastien, 2008). Ainda assim, o
namero de estudos reportando ensaios de qPCR aumenta a cada ano,
destacando as vantagens desta técnica, como a velocidade de obtencdo de
resultados, a ampla faixa dinamica para quantificar alvos de DNA e reducédo de
contaminacao cruzada, uma vez que nao ha necessidade de manipulacdo dos
produtos de PCR para realizar a eletroforese em gel (Moreira et al., 2017;
Galluzzi et al., 2018).

As técnicas baseadas em PCR também possibilitam a identificacdo de
espécies de Leishmania, o que é extremamente Util para 0 manejo clinico de
pacientes com leishmaniose, pois sabe-se que as diferentes espécies estédo
relacionadas a gravidade da doenca e ao resultado do tratamento (Murray et al.,
2005). Algumas dessas técnicas sdo bastante utilizadas, como o PCR-RFLP
para os genes HSP70 em Leishmania (Garcia et al., 2005). Alguns estudos
relataram o uso de técnicas de analise da curva de dissociagdo do DNA, como o
HRM (do inglés - High Resolution Melting Analysis — HRM) [Talmi-Frank et al.,
2010; Ceccarelli et al., 2014; Hernandez et al., 2014].

Recentemente foi validado um método de gPCR como um consenso para

a quantificacéo de T. cruzi em amostras de sangue de pacientes com doenca de
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Chagas (Ramirez et al., 2015). No estudo de revisdo de Moreira e colaboradores
(2017) foi também evidenciada a necessidade de uma proposta de consenso
para a quantificacdo da carga parasitaria de Leishmania em amostras de

pacientes com LTA.

1.6.2 Principais marcadores utilizados em Leishmania para identificacao de
espécies

Os marcadores comumente utilizados para diagnéstico e estudos de
filogenia molecular para os tripanosomatideos sao direcionados a diversas
regides do gene ribossémico, como o SSU rRNA e sequéncias espacadoras
intergénicas, gGAPDH, "spliced leader”, genes mitocondriais como Citocromo B,
Citocromo Oxidase e as regides conservadas dos minicirculos do KDNA; além de
genes nucleares, como a regido variavel do gene hsp70 e sequéncias satélites
nucleares (Souto et al., 1999; Noyes et al., 1999; Stevens et al., 1999; Hamilton
et al., 2004; Deborggraeve et al., 2008).

Devido ao elevado numero de copias de minicirculos por célula, o kDNA é
o alvo mais comumente utilizado para o diagnoéstico da infecgdo por Leishmania
spp. (Volpini et al., 2004; Pereira et al., 2008; Ampuero et al., 2009; Romero et
al., 2009; Roque et al., 2010). Sdo propostos varios iniciadores que amplificam
regides do kKDNA, porém a maioria desses marcadores, sdo direcionados a
regido conservada dos minicirculos e comum a todas as espécies do género,
ndo sendo capazes de identificar variabilidade interespecifica. Embora a analise
de polimorfismos a partir de fragmentos de restricio do kKDNA apresente
variabilidade para diferenciar entre géneros e subgéneros, e alguns complexos,
sua capacidade discriminatoria, através da PCR RFLP, foi descrita apenas para
algumas espécies do género, como L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum
(Pacheco et al., 2000; Volpini et al., 2004).

O gene mitocondrial, Citocromo b (Cyt b), esta envolvido nos processos
de transporte de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial. E um gene
conservado, de cépia Unica, localizado nas moléculas dos maxicirculos do kDNA
e bastante utilizado para a caracterizacdo de isolados do género Leishmania
(Luyo-Acero et al., 2004). Embora os ensaios moleculares direcionados para Cyt

b tenham essa capacidade discriminatéria em diferenciar as espécies de ambos
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0s subgéneros, a sensibilidade desse marcador é muito menor frente a
sensibilidade analitica e diagndstica da PCR para o kDNA (Lopes et al., 2016).

Dentre os alvos nucleares que resultam em produtos de PCR com
variacdo interespecifica nas sequéncias de DNA, estdo aqueles direcionados
para as sequéncias repetitivas de DNA nuclear, para os genes codificantes da
glicoproteina 63 (gp63) e da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD),
para o gene de mini éxon e 0s espacadores internos transcritos (ITS) 1 do rDNA,
além do gene codificante para as proteinas de choque térmico (hsp) e do gene
7SL RNA (Victoir et al., 1998; Castilho et al., 2003; Schonian et al., 2003; Garcia
et al., 2004; Kato et al., 2005; Fraga et al., 2010).

O gene codificante para a proteina de superficie gp63, encontrada em
todo o género Leishmania, € bastante utilizado na Europa, Asia e Africa, com
elevada capacidade discriminatoria entre as espécies do complexo L. (L.)
donovani, além de ter sido utilizado para o diagnéstico de L. (L.) infantum nas
Ameéricas (Mauricio et al., 2000; Dujardim et al., 2002).

O gene do mini exon esta envolvido no processo de trans-splicing em
todos os tripanosomatideos. Sao genes nucleares multicopias que se repetem in
tandem mais de cem vezes no genoma, onde cada cépia contém tanto uma
regido transcrita conservada quanto uma regido variavel ndo transcrita, a qual
consegue diferenciar os trés grandes complexos do género: L. (V.) braziliensis,
L. (L.) mexicana e L. (L.) donovani, em relacdo a tamanho e sequéncia desta
regido (Fernandes et al., 1994; Harris et al., 1998).

A regido ITS1 do rDNA esta entre as mais utilizadas para o diagnéstico e
identificacdo de espécies de Leishmania na Europa, Asia e Africa, e, embora a
PCR-RFLP com a enzima de restricdo Haelll possibilite a distincdo entre
algumas espécies que ocorrem nas Americas, seu perfil discriminatério ndo é
capaz de diferenciar entre todas as espécies do subgénero L. Viannia (Cupolillo
et al., 1995; Schoénian et al., 2003, 2010; Tomas-Pérez e Riera, 2013).

Embora eficazes, a maioria dos métodos descritos apresenta limitacdes
em seus perfis discriminatérios e/ou necessitam de associacdo de técnicas,
como a combinagdo de varios iniciadores e o fracionamento do DNA por
enzimas de restricdo, ndo existindo até entdo, um algoritmo molecular
reprodutivel e eficaz para a caracterizagdo de Leishmania spp., principalmente

aquelas do subgénero L. (Viannia), que sao as mais dispersas no pais.
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A regido 18S rDNA, parte da menor subunidade ribossdbmica em
eucariotos (SSU), é comumente utilizada para o diagnostico de diferentes
espécies de Leishmania, devido a sua natureza altamente conservada entre 0s
tripanossomatideos. Este gene apresenta um grande numero de coépias no
genoma e, por isso, alguns estudos mostraram que a amplificacdo desta regido
representa um sistema altamente sensivel de deteccdo de Leishmania
(Guillaume et al., 1992; Adams et al., 2014), sendo muito utilizado também para
a determinacao da carga parasitaria por Leishmania (Bezerra-Vasconcelos et al.,
2011; Ledn et al., 2017).

Entre os alvos ja mencionados para a identificacdo especifica de
Leishmania, o gene codificante para as proteinas de choque térmico tem se
mostrado bastante Gtil para a identificacdo de uma ampla gama de espécies de
diversas origens geogréficas (Zampieri et al., 2016). Essas proteinas (hsp70)
atuam como componentes de vias celulares relacionadas com chaperonas
moleculares e dobramento de proteinas envolvidas em processos decorrentes
de danos provocados por calor (Bukau & Horwich, 1998; Lindquist & Craig,
1988). O gene hsp70 possui regibes conservadas e polimorficas, e seus
polimorfismos permitram que Graga e colaboradores desenvolvessem
iniciadores que se anelam flanqueando a regido polimérfica desse gene, de 234
pares de bases (pb), sendo capazes de diferenciar as principais espécies de
Leishmania que circulam em territério nacional, incluindo espécies do subgénero
L. (Viannia) (Graca et al., 2012).

1.6.3 O uso de metodologias baseadas em gqPCR e andlise da curva de
dissociacdo na identificacdo de espécies de Leishmania

Os meétodos para a deteccdo de DNA por gPCR sao divididos em dois
grupos, de acordo com o agente fluorescente utilizado e a especificidade da
reacdo, podendo estes ser agentes intercalantes de DNA dupla fita, como o
SYBR Green, ou fluoréforos ligados a oligonucleotideos (sondas) que detectam
apenas produtos especificos da amplificacdo por PCR, como o sistema TagMan
e as sondas LightCycler (Navarro et al., 2015).

Quando o SYBR Green se liga a alca menor do DNA dupla fita, sua
fluorescéncia é aumentada e medida durante a fase de extensdo de cada ciclo
da reacdo de gPCR (Wittwer et al.,, 1997, Morrison et al., 1998). Devido a
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potencial geracdo de produtos inespecificos e formacdo de dimeros de
iniciadores, uma etapa de andlise da curva de dissociacdo pos-PCR é
necessaria para verificar a especificidade da reacdo, uma vez que produtos de
PCR de tamanhos e conteudos CG diferentes apresentam picos diferentes nas
curvas derivativas de dissociacado, o que corresponde a diferentes temperaturas
de dissociacado, ou temperatura de “melting” — Tm (Ririe et al., 1997).

A propriedade de diferenciagdo dos produtos de PCR em reacdes
utilizando SYBR Green, através da analise das curvas de dissociacdo tem sido
amplamente explorada para a tipagem de patégenos como Cryptosporidium
parvum (Tanriverdi et al., 2002), Giardia duodenalis (Amar et al., 2003), e alguns
virus como o papilomavirus humano (Moreau et al., 2013) e influenza B (Wong
et al., 2014).

Em 2002, Nicolas e colaboradores desenvolveram um ensaio de PCR,
utilizando o sistema LightCycler e iniciadores que amplificam a regido mais longa
e variavel dos minicirculos de DNA do cinetoplasto, para detectar e diferenciar
quatro das espécies de Leishmania de maior importancia médica que ocorrem
na Europa, Asia e Africa, através da analise da curva de dissociacdo dos
produtos amplificados. Com esse ensaio foi possivel diferenciar, através da
temperatura de dissociacédo, L. (L.) major de L. (L.) donovani, L. (L.) tropica e L.
(L.) infantum (Nicolas et al., 2002).

Em 2005, um estudo realizado por Quispe-Tintaya e colaboradores
descreveu um ensaio fluorogénico para a identificacdo de espécies e grupos
intraespecificos dentro do complexo L. (L.) donovani. A diferenciacdo das
espécies foi feita usando a cisteina proteinase b (cpb) como alvo, através da
combinacdo de duas etapas: uma reacdo de qPCR com a utilizacdo de sondas
LightCycler™, amplificando dois isogenes de cpb, e uma transferéncia de
energia por ressonancia de fluorescéncia/analise da curva de dissociagao
(FRET/MCA) de uma regido comum aos dois isogenes de cpb estudados. Esta
metodologia foi aplicada em 26 cepas de Leishmania e, posteriormente, em 13
isolados de pacientes. Através da combinacdo das duas etapas, foi possivel
distinguir todas as cepas do complexo L. (L.) donovani de L. (L.) tropica, L. (L.)
major e L. (L.) aethiopica, sendo possivel também identificar cinco grupos

distintos dentro do complexo L. (L.) donovani (Quispe-Tintaya et al., 2005).
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Em 2012, Pita-Pereira e colaboradores usaram iniciadores amplificando
uma regido conservada do kDNA, de 120 pb, em uma reacdo de gPCR
utilizando SYBR Green, que foram capazes de diferenciar os dois subgéneros
de Leishmania [L. (Leishmania) e L. (Viannia)] por uma diferengca de 1.6°C na
meédia da Tm das curvas derivadas da amplificacdo desses dois subgéneros.
Esse ensaio foi validado com 30 amostras clinicas de pacientes com
leishmaniose visceral ou cutanea, e amostras de Lutzomyia spp. naturalmente
infectados capturados em duas localidades brasileiras. Para a regido amplificada
dos minicirculos de kDNA, as espécies do subgénero L. (Viannia) analisadas [(L.
(V.) shawi e L. (V.) braziliensis] revelaram um conteudo inferior de G/C (43,6%)
comparadas as cepas do subgénero L. (Leishmania) [L. (L.) infantum - 48.1% - e
L. (L.) amazonensis - 48.7%], o que poderia explicar as menores temperaturas
de dissociacdo obtidas para L. (Viannia) (77.34°C = 0.01) (Pita-Pereira et al.,
2012).

Considerando os resultados apresentados, esses métodos moleculares
muitas vezes nao permitem a diferenciacdo dos parasitos e identificacdo da
espécie envolvida (Schulz et al., 2003; Bell e Ranford-Cartwright, 2002). Nesse
sentido, essas metodologias tém sido constantemente aprimoradas, como 0
desenvolvimento da analise de alta resolucdo das curvas de dissociacdo do
DNA.

A analise de curvas de dissociacdo de alta resolucdo (HRM — do inglés
high resolution melting analysis) € uma técnica de biologia molecular para
deteccdo de mutacgdes, polimorfismos e diferencas epigenéticas em amostras de
DNA. Funciona como um método rapido de genotipagem de variantes
conhecidas ou para a varredura de variantes desconhecidas. Foi desenvolvida
pela Idaho Tecnology, Inc (Salt Lake City, UT, EUA) e pela Universidade de Utah
- EUA, e introduzido no mercado em 2002 (Reed et al., 2007).

Na reacdo de HRM um fluoréforo intercalante de DNA de dupla fita é
adicionado na PCR antes da reacdo de amplificacdo. Apos a amplificacdo do
DNA, a amostra é aquecida ao longo de um gradiente de temperatura ao mesmo
tempo em que a fluorescéncia é continuamente coletada. Esse processo gera
uma curva de dissociacdo. De acordo com o aumento da temperatura, a
fluorescéncia decresce, refletindo a desnaturacdo do DNA em fitas simples. A

Tm da amostra pode ser obtida a partir da curva de dissociacao, sendo definida
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como a temperatura em que 50% de cada molécula de DNA esta desnaturada
(Reed et al., 2007). A analise do HRM é baseada na diferenca entre a forma das
curvas de dissociacdo e na diferenca entre os valores de Tm das amostras,
sendo que a forma da curva € mais informativa, uma vez que é utilizada como
indicador da presenca de heteroduplices formados a partir de DNA heterozigoto
(Graham et al., 2005).

Os ensaios de HRM foram possibilitados pela nova geracédo de corantes
saturantes da dupla fita de DNA, como o Eva Green ou SYTQ9, juntamente com
o desenvolvimento de softwares especificos para a analise de HRM, sejam em
equipamentos préprios para o desenvolvimento de reacdes de HRM, ou em
equipamentos adaptados para reacbes de PCR em tempo real. Esses
instrumentos, como o Viia 7 e o QuantStudio (Applied Biosystems), ou o Rotor-
Gene 6000 (Corbett), sdo capazes de monitorar o decaimento de fluorescéncia a
uma taxa de 0,017°C/s, produzindo dez pontos de leitura por °C (Moreira et al.,
2017).

Em 2010, Kiehl realizou um estudo para investigar variantes de sequéncia
em 11 regides do gene CFTR em amostras de pacientes com fibrose cistica,
através da andlise de HRM (Kiehl, 2010). Um outro estudo realizado por
Campioni e colaboradores utilizou esta metodologia para avaliar a resisténcia de
Salmonella enteritidis a quinolonas através da verificacdo de muta¢gdes no gene
gyrA (Campioni, 2013).

Mais recentemente, estudos clinicos que utilizaram a analise por HRM
descrevem que esta técnica é altamente sensivel e capaz de detectar pequenas
alteracdes de sequéncia em diferentes regifes de varios genes, sendo portanto
capaz de diferenciar sequéncias que apresentam alta identidade, auxiliando
dessa forma a busca de mutacbes em genes de importdncia médica e a
identificagdo molecular de espécies (Ashtiani et al., 2017; Edwards et al., 2018).

Em Leishmania, um estudo realizado por Ceccarelli e colaboradores
avaliou a possibilidade de diferenciar os dois subgéneros L. (Leishmania) e L.
(Viannia) aplicando a analise da curva de dissociagdo em amostras de sangue
periférico e de swabs conjuntivais de cées, obtendo resultados promissores e
propondo entdo que meétodos de analise da curva de dissociagcdo sejam
estudados e possivelmente utilizados para o diagnostico molecular e

identificacdo de espécies de patdgenos (Ceccarelli et al., 2014). Neste mesmo
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estudo, foram analisadas sete cepas de Leishmania, sendo quatro do subgénero
L. (Leishmania) e trés do subgénero L. (Viannia). Os resultados foram positivos
guando associados com os dados do gPCR. Somente a andlise de HRM
apresentou uma pequena diferenca entre os dois subgéneros, no entanto néo
foram obtidas diferencas significativas nos valores de Tm. Os dados
corroboraram com estudos prévios na literatura. As andlises de HRM foram
realizadas em amostras de parasitos isolados de cées infectados na Argentina
(Ceccarelli et al., 2014).

Aghaei Afshar e colaboradores detectaram uma infeccdo natural por L.
(L.) tropica em uma espécie de flebotomineo, Phlebotomus sergenti, ao analisar
amostras de diferentes espécies de flebotomineos por HRM. Com isso, afirmam
em seu estudo, que a utilizacdo do HRM para a identificacdo de espécies de
Leishmania € simples, rapida, sensivel, especifica e pode ser usada para
diagnosticar o parasito diretamente a partir do vetor, com um minimo de
manipulacdo e interpretacdo do operador apés a PCR (Aghaei Afshar et al.,
2014).

Também em 2014, Hernandez e colaboradores padronizaram ensaios de
HRM, tendo como alvos o ITS1 e o HSP70, com o objetivo de identificar
espécies de Leishmania. Para isso foram desenhados pares de iniciadores
especificos que, quando aplicados a um conjunto de cepas bem caracterizadas
pelo padréo-ouro (PCR-RFLP/MLEE), e juntamente com a analise de HRM,
permitiram a identificacdo de seis espécies de Leishmania das Américas (L. (L.)
mexicana, L. (L.) infantum chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis, L.
(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, pela comparagéo com cepas de referéncia.
Esse estudo foi validado com 35 amostras de parasitos isolados de pacientes,
insetos vetores e mamiferos, com um limite de deteccédo correspondente a 10
parasitos/mL (Hernandez et al., 2014).

Zampieri e colaboradores desenvolveram um ensaio tendo como alvos
duas regides do gene HSP70 de Leishmania, ambas dentro de uma regido de
234 pb, ja descrita para a identificacdo de espécies (Graca et al., 2012): uma
delas mais conservada de 144 pb, amplificada em todas as espécies de
Leishmania, e outra regido menor e mais variavel, de 104 pb, amplificada
somente para espécies do subgénero L. (Viannia). Baseado na anéalise de HRM,

estes ensaios diferenciaram oito espécies de Leishmania encontradas nas
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Américas: L. (L.) infantum, L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) lainsoni,
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi; e trés
espécies encontradas na Europa, Asia e Africa: L. (L.) tropica, L. (L.) donovani e
L. (L.) major. Esse ensaio foi validado com 16 amostras de tecido de hamster
dourado experimentalmente infectados, cepas de parasitos isolados de amostras
humanas, amostras de tecido fresco humano ou embebidos em parafina, tecidos
de camundongos BALB/c experimentalmente infectados e amostras de
flebotomineos naturalmente infectados. Os resultados das analises de HRM
foram comparados com a genotipagem prévia obtida por sequenciamento do
alvo 18S rDNA ou PCR do alvo G6PD, apresentando uma alta correlacao entre
as metodologias. Por fim, foi proposto um algoritmo que permite identificar, por
HRM, as principais espécies de Leishmania circulantes no Brasil (Zampieri et al.,
2016).

Técnicas como a qPCR e analise de curvas de dissociacdo permitem uma
alta sensibilidade e especificidade (de até 100%) na deteccdo de Leishmania,
independente da espécie ou género, 0 que torna a aplicacdo do método
necessaria para o diagnéstico diferencial antes do inicio do tratamento. Varios
trabalhos demonstram o melhor desempenho da PCR frente a microscopia e o
isolamento e cultivo do parasito, especialmente em amostras com baixa carga
parasitaria (Garcia et al., 2005; Cruz et al., 2002; Strauss-Ayali et al., 2004). No
entanto, a maioria desses trabalhos ndo testou um painel de cepas que
representasse a diversidade inter e, principalmente, intraespecifica que ocorre
em Leishmania. H4 também a necessidade de testar os métodos em amostras
clinicas e de realizar a padronizacédo desses métodos. Com isso, um estudo que
inclua validacdo analitica, definindo todos os parametros de uma reacdo de
gPCR para uma padronizacao apropriada, e que possibilite a obtencédo da carga
parasitaria em paralelo a identificacdo de espécies para associacdo desses
dados, ainda se faz necessario.

Diante desses fatos, ainda ha a necessidade de mais estudos a respeito
de metodologias moleculares capazes de detectar, quantificar e identificar
espécies de Leishmania, verificando a sua aplicacdo em uma maior variedade
de amostras que representem a variedade intraespecifica de Leishmania. A

analise de amostras provenientes de diferentes materiais, avaliando, dessa
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forma, sua utilizacgdo como um meétodo de diagnostico molecular para a

leishmaniose, também ainda é necessaria.

1.7 Justificativa

A implementacdo de uma técnica para 0 diagnostico de doencas
parasitarias como a leishmaniose, que permita diferenciar espécies de parasitos
com rapidez e eficiéncia, e determinar a carga parasitaria em amostras clinicas,
€ fundamental para que seja realizado um tratamento adequado e eficaz com os
pacientes, uma vez que espécies diferentes levam a diferentes formas clinicas
da doenca, com respostas imunolégicas distintas, e o diagndéstico tardio muitas
vezes pode comprometer o tratamento do paciente.

A espécie de Leishmania determina fortemente o curso da doenca no
hospedeiro vertebrado. Com isso, € essencial conhecer a identidade do parasito
envolvido em cada foco de infeccdo. Além disso, a correta deteccdo e o
conhecimento da espécie envolvida tém grandes implicagdes no entendimento
da epidemiologia da doenca, o desenvolvimento de estratégias de controle e o
correto tratamento dos pacientes. Assim, a identificacdo de rotina pode ser
necessaria em diversas circunstancias, principalmente quando da ocorréncia de
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), em que normalmente ha diversas
espécies em simpatria, circulantes nas areas endémicas e que podem estar
envolvidas na infeccéo.

Atualmente, uma metodologia eficaz, capaz de detectar e identificar a
espécie do parasito envolvida na infeccao, diretamente a partir de amostras
clinicas, diminuindo assim as etapas de manipulacdo da amostra, ainda ndo esta
padronizada e bem estabelecida. A maioria das técnicas moleculares utilizadas
para este fim envolvem vérias etapas de ensaio, 0 que torna O processo
demorado, custoso e laborioso, além de depender da expertise do profissional
para realiza-los. Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias para
deteccdo e identificacdo de espécies, ou mesmo o0 aprimoramento de métodos
existentes ainda se faz necessario. Isso possibilitaria também o preenchimento
da lacuna no entendimento da epidemiologia das diferentes espécies de
Leishmania, a sua relagdo com os vetores da doenca e o0 aprimoramento

diagndstico das diferentes formas clinicas que acometem os pacientes.
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2. Objetivos

e Padronizar os alvos 18S rDNA e HSP70 para quantificacdo de células de

Leishmania por gPCR

e Comparar o percentual de positividade entre o alvo 18S rDNA e HSP70

em uma metodologia de gPCR no sistema Tagman,

e Validar a metodologia de determinacdo da carga parasitaria utilizando
amostras provenientes de pacientes com leishmaniose tegumentar da

Regido Amazonica do Brasil;

e Padronizar o HRM com os alvos mais informativos disponiveis para a
identificacdo das espécies de Leishmania em amostras bioldgicas de

pacientes;
e Determinar por HRM os alvos capazes de diferenciar as espécies de

Leishmania circulantes no Brasil, estabelecendo um algoritmo para os

complexos de espécie.
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3. Material e Métodos

3.1 Amostras

3.1.1 Cepas e amostras de DNA

As cepas selecionadas e utilizadas neste trabalho foram obtidas da
Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC -
http://clioc.fiocruz.br), onde sdo mantidas criopreservadas em containers
contendo nitrogénio liquido. Para o processo de descongelamento, os criotubos
foram retirados do nitrogénio liquido e colocados em banho-maria a 37°C por 5
minutos. Todo o contetdo foi transferido para um tubo de ensaio com meio
bifasico, constituido na fase sdlida por 15% de sangue de coelho e BHI-Agar
(Sigma, Chemical Co, ST. Louis, EUA) [meio Novy-Nicolle-Mc Neal — NNN] e na
fase liquida por meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de Soro Fetal
Bovino (SFB) inativado (Vitrocell, Campinas, SP., Brasil). Os tubos foram
mantidos em estufa de BOD a 25°C. A viabilidade celular foi avaliada por
microscopia Optica, considerando a movimentacao dos parasitos.

Dezesseis cepas de Leishmania que correspondem as cepas de
referéncia da CLIOC e representam 14 espécies distintas foram utilizadas para a
padronizacdo das reacfes de HRM. Posteriormente a etapa de padronizacéo,
107 novas cepas que representam a diversidade genética intra e interespecifica
das espécies que circulam no Brasil foram selecionadas (Anexo 1).

Para a padronizacédo das reacdes de gPCR, foram utilizadas seis cepas
de Leishmania, representantes de 4 espécies (Anexo 1). Para os ensaios de
especificidade foram incluidas seis amostras de DNA de outras espécies de
tripanossomatideos: trés espécies do género Trypanosoma, provenientes do
Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas (LABIMDOE) do IOC, e
trés espécies de outros géneros da familia Trypanosomatidae, provenientes da
Colecdo de Protozoarios (COLPROT) do IOC (Anexo 1). Utilizou-se também
DNA de hamster infectado com L. (V.) guyanensis e um DNA humano controle,

extraido do sangue de um individuo saudavel.

3.1.2 Amostras clinicas

Foram recebidas 92 amostras de DNA ja extraido, a partir de amostras
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biologicas obtidas de pacientes com suspeita clinica de LTA, atendidos no
hospital Cemetron/RO. A coleta das amostras biologicas foi realizada por meio
de duas escovas cervicais estéreis, colocadas em contato direto com as lesdes
desses pacientes e armazenadas em solugao de RNALater (Ambion®, Carlsbad,
CA/USA). Esse material foi fornecido pelo Laboratério de Epidemiologia
Genética, da Fiocruz de Rondénia, e a identificacdo das espécies envolvidas nas
infeccOes dessas amostras foi feita por RFLP, para o alvo Hsp70 c (Graca et al.,
2012) com as enzimas Haelll e Bstul, pelos colaboradores responsaveis. Apés o
recebimento, esses DNAs foram utilizados para ambos os ensaios, qPCR e
HRM (Anexo 2).

3.2 Cultivo dos parasitos, preparo de massas e extracdo de DNA para HRM

As formas promastigotas foram mantidas em cultura sendo observadas a
cada dois dias e submetidas semanalmente a passagem, em novo tubo de
ensaio contendo meio bifasico, descrito em 3.1.1. Quando, baseado em uma
analise semi-quantitativa, a amostra apresentava concentracdo de mais de 50
células por campo, uma aliquota de 1 mL era retirada do tubo de ensaio e
transferida para uma garrafa de cultura de polipropileno com uma éarea de
expansao de 25 m?, e acrescentados 10 mL de meio Schneider suplementado
com 20% de SFB. ApoOs trés dias de crescimento, as amostras eram
processadas para a producao de massas e posterior extracdo de DNA.

ApOs a expansdo, o conteudo das garrafas de cultura foi transferido para
um tubo cbnico em polipropileno com capacidade para 15 mL e centrifugados a
uma velocidade de 4000 rpm a uma temperatura de 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante era descartado e o pellet suspenso em 10 mL de tampéo TE 2:1,
constituido por 100 mL de solugcéo Tris 1M e 100 mL de solugdo EDTA 0,5M.
Esse processo foi repetido por duas vezes em 10 mL e 1 mL respectivamente.
Apos a ultima lavagem, o pellet obtido era transferido para um tubo de centrifuga
em polipropileno com capacidade para 1,5 mL e mantido em congelador a -22°C.

Foi utilizado o kit Wizard™

Genomic DNA purification kit (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA) para a extracdo do DNA seguindo as recomendacbes do
fabricante. Os DNAs foram por fim quantificados em NanoDrop® (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e diluidos em &gua para uma

concentracéo de 50ng/pL.

29



3.3 Producédo de massas de parasitos e posterior extracdo de DNA das
cepas de Leishmania utilizadas nas reagdes de gPCR

As cepas de Leishmania utilizadas para as reacdes de gqPCR, apos a
expansdo, foram submetidas a contagem das células para o calculo da
concentracdo de parasitas por mililitro e assim o estabelecimento de uma
concentracdo de 10° células/mL para a producéo de massas para a extracdo de
DNA.

Apoés a expansao, o conteudo da garrafa de cultura foi transferido para
tubos cbnicos em polipropileno com capacidade para 15 mL. Os tubos foram
entéo centrifugados a 4000 rpm a 4°C por 10 minutos. Foi realizada uma diluicéo
seriada de 1:1000 para a contagem das células.

O pellet obtido no tubo cbnico, apos a centrifugacéo, foi resuspenso em 1
mL de meio Schneider puro. Desse 1 mL foram retirados 10 pL e transferidos
para um tubo de centrifuga de 1,5 mL contendo 90 pL de meio Schneider puro.
A mistura foi homogeneizada. Essa etapa foi repetida duas vezes para a
obtencdo dos parasitas diluidos em proporcdo 1:1000. Do ultimo tubo de
centrifuga, contendo a diluicdo 1:1000, foram retirados 10 pL da mistura e
colocados em uma Camara de Neubauer para a contagem das células.

Foram realizados os calculos para a obtencdo de duas concentracdes:
1x10° células por mL e 1x10? células por mL. O volume correspondente a cada
concentracdo foi transferido para um novo tubo cénico com capacidade de 15
mL, centrifugado e submetido ao processo de extragcao de DNA utilizando o kit
High Pure PCR Template Preparation kit (Roche, Basileia, Suica) segundo as

recomendacdes do fabricante.

3.4 Reacbes de gPCR

As reacOes de gPCR foram padronizadas com o sistema TagMan e foram
desenhados iniciadores e sondas para 2 alvos, HSP70 e 18S rDNA (Tabela 3.1).
As reacdes foram realizadas utilizando o FastStart Universal Master Mix (Roche)
e em multiplex com o alvo controle endégeno humano RNAse P - TagMan
RNase P Control Reagents Kit (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia,

EUA), e cada amostra foi utilizada em duplicata ou triplicata.
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Tabela 3.1: Sequéncias de iniciadores e sondas utilizados neste estudo.

Alvo Sequencia Amplicon Referéncia
18S rDNA F 5-GTACTGGGGCGTCAGAGGT-3
18S rDNA R 5-TGGGTGTCATCGTTTGCAG-3’ Desenhados para o
18S rDNA 155 pb
18S rDNA Tq 5’- FAM AATTCTTAGACCGCACCAAG-NFQ-MGB- presente trabalho
3
HSP70 F 5- CACCATCACCAACGACAAGG -3'

Desenhados para o
HSP70 HSP70 R 5'- GTCGGAGACCGTGTTCTTCA -3 163 pb

presente trabalho
HSP70 Tq 5'- FAM CTGAGCAAGGACGAGAT -NFQ-MGB-3

RNAse P —

Nao disponivel Nao disponivel Applied Biosystems
VIC/ITAMRA
HSP70-P1 F 5 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3’ )
HSP70 P1 1300 pb Garcia et al., 2004
HSP70-P1 R 5' CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’

HSP70C F 5-GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3'
HSP70 c 234 pb Graca et al., 2012
HSP70C R 5-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3’

Zampieri et al.,
o HSP70 F2 5-GGAGAACTACGCGTACTCGATGAAG-3’
Iniciador 1 144 pb 2016/ Graca et al.,
HSP70C R 5’- TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3’

2012
- HSP70 F1 5-AGCGCATGGTGAACGATGCGTC-3’ Zampieri et al.,
Iniciador 2 104 pb
HSP70 R1 5’-CTTCATCGAGTACGCGTAGTTCTCC-3’ 2016
COol 129 COI 129 F 5-TGTAAACCTCAGGATGACCAAAA-3’ 20 bb Desenhados para o
COI 129 R5-TGTTGTTGGTGGTGGTGACTTA-3’ P presente trabalho
6l COI 220 F 5-TCACACCACCAGCCAATACT-3 AT Desenhados para o
COI 220 R 5-CGCTATTTATTTGAGCTGCTCTT-3’ P presente trabalho
COI 367 F 5-ACGTCGACAACAGAAAATTGTACC-3 Desenhados para o
COl 367 101 pb
COI 367 R 5-AGCCTTGCTTGTGATTTCGT-3’ presente trabalho
6l Ao COI 428 F 5-TCACAAGCAAGGCTTGAATGAA-3’ —_— Desenhados para o
COI 428 R 5-AGGTATGGGTGTTGGTTGGA-3 & presente trabalho

3.4.1 Padronizacéao das reacdes de qPCR

Foram testadas as seguintes combinacbes de concentragbes de
iniciadores Forward e Reverse para ambos os alvos usados (18S rDNA e
HSP70): 150/150 nM, 300/150 nM, 450/150 nM, 150/300 nM, 300/300 nM,
450/300 nM, 150/450 nM, 300/450 nM e 450/450 nM. Foram testadas também
cinco diferentes concentracdes de sondas: 50 nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM e
250 nM. Este teste foi realizado com DNA de uma cepa de L. (V.) braziliensis
(IOCL 566) extraido a partir de uma concentracdo de 10 parasitas/mL. As
reacoes foram realizadas utilizando 10 pL (2X) de Master Mix em um volume
final de reagao de 20 uL. A ciclagem utilizada foi 50°C por 2’, 95°C por 10’, 40

ciclos de 95°C por 15” e 60°C por 1’, e 25°C - » (armazenamento até retirada do
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equipamento). Foram testadas trés temperaturas de anelamento: 59°C, 60°C e
61°C. Todas as reacoes foram realizadas em placas de 96 pocos MicroAmp™
Fast Optical 96-Well Reaction Plate 0.1 mL (Applied Biosystems), utilizando o
equipamento 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems), e o software
utilizado para a analise dos resultados foi o 7500 Software v2.3 (Applied
Biosystems). O protocolo utilizado para as reagbes de (gPCR apls a
padronizacao esta representado na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Protocolo utilizado nas reac6es de gPCR com o0s reagentes usados
e suas respectivas concentracdes e quantidades por amostra para ambos 0s
alvos estudados (HSP70 e 18S rDNA).

Reagente/concentracao Quantidade (poco)
Mastermix TagMan Roche 2X 10 pL
Iniciador F ([Estoque]=10 pM/ [Final] =150 nM) 0,3 pL
Iniciador R ([Estoque]=10 puM/ [Final]=300 nM) 0,6 uL
Sonda Tq (FAM/MGB [Estoque]=10 uM/ [Final]=200nM) 0,4 uL
Mix RNAse P (VIC/TAMRA [Estoque]=20X/ [Final] =1X) 1,0 pL
H.O 2,7 UL

Total Volume: 15 pL Mix de reagéo + 5 pL DNA Volume total: 20 pL

3.4.2 Ensaios de linearidade, especificidade e sensibilidade do qPCR

Os ensaios de linearidade (curvas-padrdo) para determinacao do limite de
deteccdo de cada alvo foram realizados separadamente e em multiplex
utilizando o alvo controle RNAse P e DNA da cepa de referéncia para a espécie
L. (V.) braziliensis (IOCL 566). Utilizou-se uma diluicdo seriada em 10 pontos,
em triplicata, comecando com uma concentracéo de 10° parasitas/mL e indo até
10" parasitas/mL. Para as reacoes em multiplex, foi realizada uma mistura em
uma proporgéo 1:1 do DNA de Leishmania com o DNA comercial do kit TagMan
RNase P Control Reagents (Applied Biosystems). Os gréaficos de representacao
das curvas-padrdo foram construidos com o software SigmaPlot (Systat
Software, San Jose, California, EUA).

Os ensaios de especificidade e sensibilidade foram realizados em
duplicata, em multiplex com o alvo controle endégeno humano RNAse P. Além
das cepas de Leishmania, foram incluidos seis DNAs de outras espécies de
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tripanossomatideos: trés espécies do género Trypanosoma e trés espécies de
outros géneros da familia Trypanosomatidae (Anexo 1). Utilizou-se também
DNA de hamster infectado com L. (V.) guyanensis e um DNA humano controle,

extraido do sangue de um individuo saudavel.

3.4.3 Validagdo da qPCR com amostras clinicas

Cinco amostras clinicas obtidas de pacientes com leishmaniose cutanea,
positivas por microscopia e por PCR convencional foram utilizadas para a
validagdo. No mesmo ensaio foi feita uma curva padrao com DNA de Leishmania
para ambos os alvos testados, e com DNA comercial para o alvo controle RNAse

P, como descrito anteriormente.

3.4.4 Quantificacdo das amostras de pacientes

Ap0s a validagéo do ensaio de qPCR com amostras clinicas, foi realizada
a quantificacdo absoluta da carga parasitaria de amostras obtidas de pacientes
com suspeita clinica de LTA e provenientes da Fiocruz de Rondbnia (Anexo 2).
Os ensaios foram realizados para os alvos HSP70 e 18S rDNA em placas de
384 pocos MicroAmp™ Optical 384-Well Reaction Plate (Applied Biosystems,
EUA), sendo utilizado o robd epMotion 5070 (Eppendorf, Alemanha) para a
pipetagem automatica, de acordo com o protocolo descrito na tabela 3.3,
utilizando equipamento ViiA 7 (Applied Biosystems, EUA).

Para a obtencao dos valores de quantificacdo absoluta foi feita na mesma
placa uma curva padrdo com sete pontos, comecando em 10° e indo até 10° par.
eqg./mL de L. (V.) braziliensis, para os dois alvos testados, e com DNA humano

comercial para o alvo controle RNAse P.

Tabela 3.3: Protocolo utilizado para a quantificacdo absoluta das amostras de
pacientes para os dois alvos testados (HSP70 e 18S rDNA).

Reagente/concentragcao Quantidade (po¢o)
Mastermix TagMan Roche 2X 5 uL
Iniciador F ([Stock]=10 uM/ [Final] =150 nM) 0,15 pL
Iniciador R ([Stock]=10 uM/ [Final]=300 nM) 0,3 uL
Sonda Tq (FAM/MGB [Stock]=10 uM/ [Final]=200nM) 0,2 uL
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Mix RNAse P (VIC/TAMRA [Stock]=20X/ [Final] =1X) 0,5 pL
H>O 0,85 pL
Total Volume: 7 pL Reaction Mix + 3 pL DNA Volume total: 10 pL

Foi obtido o log da quantidade de Leishmania de cada paciente a partir da
férmula obtida da curva padréo utilizada: y=-3,44x+39,93, para o HSP70, e y=-
3,41x+38,60, para o0 18S rDNA, em que “x” & o valor de C; obtido e “y” o valor da
guantidade de Leishmania em log. O mesmo calculo foi realizado para obtencao
do valor de log da quantidade de DNA humano, através da férmula obtida da
curva padrao utilizada para RNAse P: y=-3,39x+24,80, em multiplex com o
HSP70, e y=-3,91x+25,47, em multiplex com o 18S rDNA, em que “X” é o valor
de C; obtido e “y” o valor da quantidade de DNA humano em log.

Para obter-se as quantidades de Leishmania, os valores dos logs foram
passados para a escala linear através do seguinte calculo:

1009 QuantLeish — o antidade de Leishmania.

O mesmo procedimento foi realizado para os valores da quantidade de
DNA humano, sendo estes calculados da mesma forma:

1009 QuantRNAse P — 4 antidade de DNA humano.

A partir desses calculos foi possivel obter a quantidade normalizada de
parasita por micrograma de DNA humano de cada amostra em duplicata para os
dois alvos ao dividirmos o valor da quantidade de Leishmania pelo valor da
guantidade de DNA humano.

3.4.5 Analises estatisticas

Apo6s a quantificagdo da carga parasitaria de Leishmania com os alvos
HSP70 e 18S rDNA foram obtidos os valores de amostras positivas, veidadeiro-
negativas e os valores de carga maxima e minima para cada alvo. Foram
calculados também a mediana e os intervalos interquartis (25% e 75%) das
cargas parasitarias para cada alvo. Foram chamadas de amostras veidadeiro-

negativas as amostras que apresentaram amplificacdo para o alvo controle
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endoégeno humano (RNAse P) e ndo apresentaram amplificacdo para um ou
ambos os alvos especificos de Leishmania (HSP70 e 18S rDNA).

Foram calculadas a sensibilidade e especificidade de cada método de
guantificacdo da carga parasitaria (por HSP70 ou por 18S rDNA), ou com
relacdo a microscopia, ou com relacdo a PCR convencional para o alvo HSP70.

Para os célculos de sensibilidade e especificidade, para a comparagéo
dos métodos, foram consideradas amostras verdadeiro-positivas as amostras
positivas nas duas metodologias em comparacao; falso-positivas as que foram
positivas somente na metodologia comparada na posi¢cao de padrao-ouro; falso-
negativas as que foram negativas somente na metodologia comparada na
posicdo de padrdo-ouro; e verdadeiro-negativas as que foram negativas nas
duas metodologias. Com isso, foram calculados os valores de sensibilidade e

especificidade, sendo a sensibilidade dada pela formula a/(a+c), onde “a” é o
namero de amostras verdadeiro-positivas e “c” o numero de amostras falso-
negativas. Ja a especificidade foi dada pela féormula d/(b+d), onde “d” é o
numero de amostras verdadeiro-negativas e “b” € o numero de amostras falso-
positivas.

Foi utilizada também a analise de concordancia Bland-Altman para
comparar a carga parasitaria determinada pelos alvos 18S rDNA e HSP70. A
média obtida pelos dois alvos foi comparada a diferenca entre eles. Essas

analises foram realizadas com o programa SigmaPlot (Systat Software).

3.5 HRM - High Resolution Melting
As reacdes de HRM foram padronizadas para dois alvos: Citocromo
Oxidase | (COl) e proteina de choque térmico 70 (HSP70), sendo que para este

ultimo trés pares de iniciadores foram utilizados e quatro para o COIl (Tabela 2).

3.5.1 HSP70

3.5.1.1 Padronizacao

Para o alvo HSP70 c (da Graca et al., 2012) foi realizado um gradiente com
cinco diferentes concentracbes de iniciadores e com duas diferentes
concentracbes de DNA (Tabela 3.4). A partir disso, foram definidas as

concentracOes dos iniciadores e DNA a serem utilizadas: 0,6 pmol/pL de cada
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iniciador e 150 ng/uL de DNA. As reacgOes foram realizadas com MeltDoctor™
HRM Master Mix (Applied Biosystems, EUA) a 1x na rea¢do, em um volume total
de 10 pL. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, com triplicatas
técnicas utilizando o kit MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied Biosystems,
EUA) de acordo com os protocolos desenvolvidos para tipagem por HRM. As
reacdes foram montadas em placas de 96 pocos MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plate, 0.1 mL (Applied Biosystems, EUA) e corridas no
equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA).

Tabela 3.4: Combinagéo de concentracdes de DNA e iniciadores testadas para
o alvo HSP70.

DNA INICIADORES

100 ng/puL | 0,1 pmol/uL | 0,2 pmol/uL | 0,4 pmol/pL | 0,6 pmol/uL | 0,8 pmol/uL
150 ng/pL

Ainda para o alvo HSP70 foram reproduzidos os protocolos descritos por
Zampieri et al. 2016 com um painel amplo de amostras (Anexo 1). Os iniciadores
descritos por esse trabalho e utilizados nessas rea¢fes estdo representados no
Anexo 1. O protocolo utilizado para os dois iniciadores esta descrito na tabela
3.5. Uma vez confirmada a reprodutibilidade do protocolo publicado, testamos
um painel de 97 cepas selecionadas de acordo com a diversidade de espécies
de Leishmania de importancia médica que circulam no Brasil, composto
principalmente por cepas isoladas nos estados brasileiros que compdem a
regido amazoénica do pais (Anexo 1).

As reacdes foram realizadas em placas 384 pocos MicroAmp™ Optical
384-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, EUA), sendo utilizado o robd
epMotion 5070 (Eppendorf, Alemanha) para a pipetagem automatica, e corridas
no equipamento ViiA 7 (Applied Biosystems, EUA), utilizando uma temperatura
de anelamento de 60°C. Trés diferentes concentragdes de DNA (25 ng, 2,5 ng e
0,25 ng) das cepas IOCL 565, IOCL 566 e IOCL 579 foram utilizadas para
verificar a possivel influéncia da concentragdo de DNA no perfil da curva de

dissociacao.
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Tabela 3.5: Protocolo utilizado para as rea¢cdes de HRM segundo descrito por

Zampieri et al. 2016.

Reagente/concentracao Quantidade (poco)
MeltDoctor™ HRM Master Mix 2X 5uL
Iniciador F ([Estoque]=10 pM/ [Final] =200 nM) 0,2 uL
Iniciador R ([Estoque]=10 pM/ [Final]=200 nM) 0,2 uL
H,O 2,1 uL
Total Volume: 7,5 pL Mix de reacéao + 2,5 uL DNA ([Estoque]10ng/pL) | Volume total: 10 pL

3.5.1.2 Ensaios de reprodutibilidade

Para um ensaio em duplicata com triplicatas técnicas utilizamos cepas de
referéncia que representam as espécies circulantes na regido amazénica do
Brasil, provenientes do estado de Rondbnia (RO) (Anexo 1) . A duplicata do
ensaio foi realizada segundo o protocolo descrito na tabela 3.6 e em dias
diferentes. Dessa forma, pode ser avaliada a reprodutibilidade dos perfis obtidos

para as cepas selecionadas.

3.5.1.3 Aplicacdo em amostras clinicas

Amostras clinicas de pacientes com leishmaniose cutanea, previamente
caracterizadas e provenientes da Fiocruz — RO, foram usadas para validacdo do
HRM. Estas foram ensaiadas juntamente com um painel composto por algumas
das cepas representadas na Anexo 1. As reacles foram realizadas segundo o

protocolo descrito na tabela 3.6.

Tabela 3.6: Protocolo utilizado para a caracterizacdo das amostras clinicas por
HRM.

Reagente/concentragcao Quantidade (po¢o)
MeltDoctor™ HRM Master Mix 2X 5 uL
Iniciador F ([Estoque]=10 pM/ [Final] =200 nM) 0,2 uL
Iniciador R ([Estoque]=10 uM/ [Final]=200 nM) 0,2 uL
H>O 1,6 uL
Total Volume: 7 pL Mix de reacéao + 3 uL DNA ([Estoque]10ng/uL) Volume total: 10 pL
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3.5.2 COlI

Foram desenhados quatro pares de iniciadores para o alvo Citocromo
Oxidase | (COl), utilizado no Projeto Barcode of Life (Tabela 3.1). Os iniciadores
foram desenhados a partir do alinhamento de 242 sequéncias ja obtidas no Lab.
de Pesquisa em Leishmaniose do I0C flanqueando regides polimorficas (Figuras

de 3.1 a 3.4) que potencialmente promoveriam distintos perfis de dissociacao e

portanto permitiriam a diferenciacéo de espécies.

AMOSTRAS

T AGCAGGTCTZ CAAMA

Leishmania lainsoni 1023
Leishmania major 51
Leishmania major 133
Leishmania major 183
Leishmania major 186
Leishmania major 574
Leishmania major 581
Leishmania major 867
Leishmania major 895
Leishmania major 1044
Leishmania major 1231
Leishmania major 1840
Leishmania major 2728
Leishmania major 2798
Leishmania naiffi 854
Leishmania naiffi 993
Leishmania naiffi 3007
Leishmania naiffi 1365
Leishmania naiffi 3310
Leishmania panamensis 240
Leishmania panamensis 243
Leishmania panamensis 3284
Leishmania panamensis 3285
Leishmania panamensis 3286
Leishmania panamensis 3287
Leishmania panamensis 3288
Leishmania panamensis 3293
Leishmania panamensis 3294

Leishmania panamensis 3297
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Leishmania panamensis3301 |. . A T . A A . . T . . T
Leishmania panamensis 3302
Leishmania shawi 1545
Leishmania shawi 3481
Leishmania shawi 1068
Leishmania shawi 1066
Leishmania tarentolae 2278
Leishmania tarentolae 2279
Leishmania tropica 571
Leishmania tropica 572
Leishmania turanica 2064
Leishmania donovani 563
Leishmania donovani 2800
Leishmania donovani 2272
Leishmania lainsoni 3315
Leishmania guyanensis 2692
Leishmania braziliensis 3451 .. .. ... T . AAT . T . . T

Figura 3.1: Polimorfismo no qual foi baseado o desenho do iniciador COI 129.
Consiste em uma substituicdo C>T em cepas de L. (V.) naiffi, destacada em
vermelho. As cepas diferenciadas por este iniciador estdo destacadas em cinza

escuro.

AMOSTRAS T GTACTTACAATTAGTCGT

Leishmania lainsoni 1023

Leishmania major 51 .. . . T . . . . . . A . . . A
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Leishmania major 133
Leishmania major 183
Leishmania major 186
Leishmania major 574
Leishmania major 581
Leishmania major 867
Leishmania major 895
Leishmania major 1044
Leishmania major 1231
Leishmania major 1840
Leishmania major 2728
Leishmania major 2798
Leishmania naiffi 854
Leishmania naiffi 993 .. . A, T . . GA . G. A G . A

Figura 3.2: Polimorfismo no qual foi baseado o desenho do iniciador COI 220.
Consiste em uma substituicdo T>C em cepas de L. (L.) infantum, destacada em
vermelho. As espécies diferenciadas por este iniciador estdo destacadas em

cinza escuro.

AMOSTRAS AGCAAAGATTAAAGA G T CGAAA

Leishmania major 1231
Leishmania major 1840
Leishmania major 2728
Leishmania major 2798
Leishmania naiffi 854

Leishmania naiffi 993

Leishmania naiffi 3007
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Figura 3.3: Polimorfismo no qual foi baseado o desenho do iniciador COI 367.

Consiste em uma substituicdio T>C em cepas de L. (V.) shawi e L. (V.)

guyanensis, destacada em vermelho. As espécies diferenciadas por este

iniciador estdo destacadas em cinza escuro.

AMOSTRAS

AT TTTAAGAGG GG GTATCG

Leishmania major 1231
Leishmania major 1840
Leishmania major 2728
Leishmania major 2798
Leishmania naiffi 854

Leishmania naiffi 993

Leishmania naiffi 3007
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Leishmania tarentolae




2278
Leishmania tarentolae . . ... .. T . . A . . TA
2279
Leishmania tropica 571 . .. . . .. G. . . . . A . . . A

Figura 3.4: Polimorfismo no qual foi baseado o desenho do iniciador COI 428.
Consiste em uma substituicio A>C em cepas de L. (V.) shawi e L. (V.)
panamensis, e A>T em cepas de L. (V.) guyanensis, destacadas em vermelho.

As espécies diferenciadas por este iniciador estdo destacadas em cinza escuro.

3.5.2.1 Padronizacdo HRM - COI

Foi realizado um gradiente de concentragédo de iniciadores em que foram
testadas cinco diferentes concentracfes, conforme demonstrado na tabela 3.7
utilizando cepas de referéncia (Anexo 1). As reacdes foram realizadas segundo
0 protocolo descrito na tabela 3.8, empregando MeltDoctor™ HRM Master Mix
(Applied Biosystems, EUA) em placas de 96 pocos MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plate, 0.1 mL (Applied Biosystems, EUA) e corridas no
equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA).

Tabela 3.7: Concentra¢des de iniciadores testadas para o alvo COIl.
DNA INICIADORES

150 ng/pL | 0,1 pmol/uL | 0,2 pmol/uL | 0,3 pmol/uL | 0,6 pmol/uL | 0,9 pmol/pL

Tabela 3.8: Protocolo usado para as rea¢des com os iniciadores do alvo COI
para avaliacdo da diferenciacdo espécie-especifica.

Reagente/concentragcao Quantidade (po¢o)
MeltDoctor™ HRM Master Mix 2X 5 uL
Iniciador F ([Estoque]=10 pM/ [Final] =300 nM) 0,3 uL
Iniciador R ([Estoque]=10 puM/ [Final]=300 nM) 0,3 uL
H.O 2,4 uL
Total Volume: 8 pL Mix de reacéo + 2 uL DNA ([Estoque]50ng/uL) Volume total: 10 pL
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3.5.3 Analise dos resultados de HRM

As andlises dos resultados de HRM foram realizadas com o software
QuantStudio™ Software V1.3 para ViiA™ 7 Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, EUA). Os valores de threshold e baseline de amplificacdo foram
mantidos nas configuracdes automaticas e as analises foram feitas comparando
cada amostra individualmente as cepas padrbes. Para isso omitia-se todas as
outras amostras, deixando aberta para anélise somente a cepa a ser identificada
e as cepas padrbes. As replicatas que ndo reproduziram os resultados foram

desconsideradas.

3.5.4 Sequenciamento

As cepas que compunham o painel selecionado para validacdo do HRM
foram sequenciadas para a comparacdo e confirmacao dos resultados obtidos
com o HRM. As cepas foram amplificadas para o alvo HSP70 (Garcia et. al.
2004), os produtos amplificados foram purificados utilizando kit QIAGEN
(segundo instrucdes do fabricante) e submetidos a reacdes de sequenciamento.
As reacOes foram realizadas com BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (ThermoFisher Scientific, EUA), de acordo com as especificacbes do
fabricante, em placas de 96 pocos, utilizando uma concentragéo de 3,2 pmol de
cada iniciador (F e R) e 1,6 pyL do produto de PCR purificado. As sequéncias
obtidas foram analisadas usando o script Phred/Phrap/Consed e alinhadas com
o programa MEGA 7 (Gordon D. 2003). Uma busca utilizando o algoritmo BLAST
(ncbi.gov) foi feita para confirmacédo da espécie.

44



4. Resultados

4.1 gPCR

4.1.1 Determinacao das concentracdes de iniciadores e sondas

As concentracbes a serem usadas nas reacdes de gPCR foram

determinadas a partir dos resultados das curvas de iniciadores e sondas,

realizadas com diferentes combinacées de concentracdes. As concentracdes

escolhidas foram aquelas para as quais obteve-se os menores valores de C;
(threshold cycle) para os dois alvos (18S rDNA e HSP70) (Tabelas 4.1 e 4.2).
Apbs o teste com trés diferentes temperaturas de anelamento, a temperatura de

60°C foi determinada para as reagées.

Tabela 4.1: Concentragbes de sondas testadas para cada alvo, com a

concentracédo de 200 nM apresentando os menores valores de C; para 18s rDNA
e HSP70 (em negrito).

Alvos 50nM (C; 100nM (C; | 150nM (C; 200nM (C; 250nM (C;
médiotdp) | médioxdp) | médioxdp) | médioxdp) | médioxdp)
HSP70 |27.61+0.09 | 27.26 £+0.19 | 26.96 + 0.19 | 26.55+0.03 | 26.63 £ 0.13
18S rDNA | 28.74 +0.68 | 27.86 + 0.42 | 27.71 £ 0.37 | 27.58 £ 0.19 | 27.94 +£0.94

Tabela 4.2: Diferentes combinac¢des de iniciadores testadas para os alvos 18s

rDNA e HSP70, respectivamente, com a combinacdo 150/300 nM (em negrito)

apresentando o menor valor de C..

Concentracdes 183 rl?NA HSP_7O
(Cy médiozxdp) (Cy médiozxdp)
150/150 nM 27.35+0.18 31.94 £ 0.00
300/150 nM 27.63 +0.31 32.53+0.18
450/150 nM 27.74 £ 0.14 32.90 + 0.09
150/300 nM 27.08 £ 0.08 31.07 £0.13
300/300 nM 27.59 +0.34 31.40+0.11
450/300 nM 27.69 £ 0.22 31.69 £ 0.09
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150/450 nM 27.27 +£0.10 31.26 + 0.20
300/450 nM 27.56 +0.17 31.27 £ 0.05
450/450 nM 27.60 £0.15 31.90 = 0.08

4.1.2 Ensaios de linearidade

Foram realizados o0s ensaios de linearidade (curvas-padrdo) para
determinacao do limite de deteccéo de cada alvo utilizando a cepa IOCL 566 (L.
(V.) braziliensis). Para o alvo HSP70 foram detectados cinco pontos da curva,
variando entre 10° parasitas/mL até 10? parasitas/mL. Para o alvo 18S rDNA,
foram detectados seis pontos da curva, entre 10° parasitas/mL e 10°

parasitas/mL (Figura 4.1 e Tabela 4.3).
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Figura 4.1: Extensdo dindmica da deteccdo de L. (V.) braziliensis para os dois
alvos estudados (18S rDNA e HSP70).

Tabela 4.3: Valores do ensaio de linearidade para ambos os alvos com L. (V.)

braziliensis. r? — coeficiente de linearidade.

Alvo Inclinacdo | Interseccéao r* Eficiéncia da PCR (%)
HSP70 -3.50 40.14 0.99 93.24
18S rDNA -3.24 37.66 0.99 103.39
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Para o ensaio de linearidade do alvo controle endégeno humano RNAse
P, com o DNA comercial do kit, em multiplex com os dois alvos estudados (18S
rDNA e HSP70), utilizamos a proporcdo 1:1 do DNA comercial humano com o
DNA de L. (V.) braziliensis. Foram detectados cinco pontos na curva, entre 10
ng/uL de DNA comercial e 10° parasitas/mL do DNA de Leishmania, e 0,0032
ng/uL DNA humano (em multiplex com HSP70) e 10' parasitas/mL (Figura 4.2 e
Tabela 4.4).
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Figura 4.2: Extensédo dinamica de deteccdo para RNase P em multiplex com os
alvos estudados (18S rDNA e HSP70).

Tabela 4.4: Valores do ensaio de linearidade para RNase P em multiplex. r* —

coeficiente de linearidade.

Alvo Inclinagéo | Interseccéao | r Eficiéncia da PCR (%)
RNAse P+HSP70 -3.55 25.20 0.99 91.19
RNAseP+18SrDNA -3.30 25.39 0.99 100.96

4.1.3 Ensaios de especificidade e sensibilidade

Nos ensaios de especificidade e sensibilidade outras espécies de

tripanossomatideos foram

incluidas (Anexo 1).

O HSP70 apresentou

amplificacdo apenas para as espécies do género Leishmania, enquanto que o
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alvo 18S rDNA amplificou também todas as espécies de tripanossomatideos

testadas. No entanto, seus valores de C; foram menores do que os obtidos com

0 HSP70 para todas as amostras (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Ensaios de especificidade e sensibilidade com os respectivos

valores de C; obtidos para cada amostra, mostrando a maior sensibilidade do

alvo 18S rDNA e a maior especificidade do alvo HSP70.

Amostras

18S rDNA
(Ci médioxdp )

HSP70
(Ci médioxdp )

L. braziliensis 566 10°
parasitos/mL

L. braziliensis 3356
10° parasitos/mL

L. guyanensis 565 10°
parasitos/mL

L. guyanensis 2371
10° parasitos/mL

L. panamensis 240 10°
parasitos/mL

L. panamensis 1048
10° parasitos/mL

L. amazonensis 575
10° parasitos/mL

T. cruzi CL 100 pg/uL
T. rangeli 10 pg

T. marinkelli 10 pg/uL
C. fasciculata 156
pg/uL

L. pyrrhocoris 200
pg/uL

H. muscarum 213

Leishmania

17.81+£0.62 |ND

1268 £0.25 | ND

15.48 +0.03 | ND

15.17+£0.16 | ND

18.79+0.42 | ND

18.53+0.10 | ND

17.41+0.01 |ND

21.28+0.38 | ND
34.01+0.64 | ND
28.96 +0.01 | ND

23.56+0,21 | ND

19.32+0.06 | ND

29.74+0.15 |ND
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RNAseP

Leishmania

18.39 £ 0.26

13.16 £ 0.40

27.09 £0.15

26.76 £ 0.02

32.09 +2.04

32.70+0.21

34.52+0.18

ND
ND
ND

ND

38.13 £ 0.86

ND

RNAseP

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND

ND

ND

ND



pg/uL
DNA humano (Applied

_ ND 29.01 £ 0.39 | ND 29.19 + 0.62
Biosystems) 100 pg/uL
DNA de hamster
infectado com L. 32.74+0.39 |ND ND ND

guyanensis 473 pg/uL

4.1.4 Quantificacdo das amostras de pacientes e comparacao dos alvos
Noventa e duas amostras de DNA, extraido a partir de escovado cervical
de pacientes com suspeita de LTA, e provenientes da Fiocruz de Rondbnia,
foram submetidas a uma reacdo de qPCR para a quantificacdo absoluta da
carga parasitaria com os alvos HSP70 e 18S rDNA (Tabela 4.6). O objetivo
deste ensaio foi comparar o percentual de positividade e a concordancia dos
valores médios de C; entre os alvos testados, em amostras de pacientes,
utilizando como controle interno a RNAse P humana. Os anexos 3, 4 e 5
apresentam os valores médios de C;, as quantidades de Leishmania e de DNA
humano para cada duplicata, e a quantidade normalizada (equivalente de

parasitas por micrograma de DNA humano) para os alvos HSP70 e 18S rDNA.

Tabela 4.6: Valores da carga parasitaria normalizada (parasitas por micrograma
de DNA humano), para ambos os alvos, em amostras de DNA de pacientes com

suspeita clinica de LTA.

HSP70 18S rDNA
Amostra Carga normalizada Carga normalizada

(Par/ug) (Par/ug)

388 0,86 0,88

389 4,26 2,98

391 2,15 8.836,32

394 5.120 23.951,66

395 909,05 1.808,66
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397

399

402

404

406

409

412

414

417

419

421

423

425

427

429

431

7,91

10.168,61

29,72

NEGATIVO

NEGATIVO

0,34

8.765,70

15.439,61

33

547,74

0,53

1.001,87

1,57

486,60

NEGATIVO

4,21

9.397,42

12,35

NEGATIVO

4,23

0,18

7.859,86

11.772,27

53,35

333,03

0,23

575,19

1,98

233,20

0,44

0,25
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433

435

437

439

441

443

445

447

449

451

453

455

457

459

462

465

467

NEGATIVO

NEGATIVO

10,94

169,79

647,05

28,36

1,66

420,12

NEGATIVO

29,70

3,17

NEGATIVO

NEGATIVO

27,60

122,58

NEGATIVO

NEGATIVO

0,80

0,19

13,61

76,93

506,35

37,53

0,67

619,26

0,18

71,55

1,95

0,63

275,51

36,63

118,82

NEGATIVO

NEGATIVO
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468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
479
480
481
482
484
485
486
487
488
489
490

81,36
NEGATIVO
NEGATIVO

1,18
0,20
NEGATIVO
NEGATIVO
40,47
400,97
9,45
NEGATIVO
0,09
NEGATIVO
230,64
15,67
1,08
0,21
NEGATIVO
1.219,56
154,18
NEGATIVO

1.149,50
NEGATIVO
0,57
0,73
0,50
0,20
0,09
95,73
371,65
12,82
NEGATIVO
0,23
NEGATIVO
355,68
21,56
1,37
0,14
0,18
851,87
347,54
0,20

A partir dos resultados obtidos, foram calculados o numero total de
amostras positivas, de amostras verdadeiro-negativas, a mediana da carga
parasitaria, além das cargas maxima e minima para os dois alvos (Tabela 4.7).
O alvo 18S rDNA foi capaz de detectar 20 amostras positivas a mais do que o
alvo HSP70. No entanto, os dois alvos apresentaram valores de carga

parasitaria normalizada (Par/pg) muito proximos, indicando o potencial do alvo

HSP70 para a quantificacdo da carga parasitaria em Leishmania.
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Tabela 4.7: Valores totais de amostras de DNA de pacientes positivos e

negativos, com a mediana e cargas maxima e minima, mediana da quantidade

de DNA humano, e seus valores maximos € minimos.

HSP70 18S rDNA
Amostras positivas: 63 81
Amostras verdadeiro-negativas: 29 11
Mediana carga parasitaria: 40,47 106,71
Carga maxima: 290.531,23 164.907,42
Carga minima: 0,09 0,04

Foram gerados gréficos de distribuicdo de pontos, a partir desses valores

(Figura 4.3). Para ambos os alvos os valores de carga parasitaria foi muito

similar mostrando que a maioria das amostras apresentou uma carga entre 0,1 e

1.000 Par./ug DNA humano. Algumas amostras, no entanto, apresentaram uma
carga entre 10.000 e 1.000.000 Par./ug DNA humano (11 amostras para o 18S

rDNA e 8 amostras para o HSP70). A mediana das cargas parasitarias para

ambos os alvos também foi similar, em torno de 10.000 Par./ug DNA humano,

sendo mais um fator indicativo da boa concordancia entre os dois alvos.
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Figura 4.3: Grafico de dispersdo de pontos das amostras dos 63 pacientes positivos para o alvo HSP70 (A) e 81 positivos para o
alvo 18S rDNA (B). No eixo “y” estdo representadas as cargas parasitarias (Eq. Par./ug DNA humano), em escala logaritma, e no

eixo “X” estao representadas as amostras de pacientes. As barras representadas na figura indicam os intervalos interquartis (25%-

75%) e a mediana dos valores das cargas parasitarias.
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Para comparacdo dos dados, foram calculados os percentuais de
sensibilidade e especificidade de todos os métodos e alvos (QPCR e PCR
convencional, HSP70 e 18S) em relacdo a microscopia como padrdo ouro
(Tabela 4.8). As amostras clinicas utilizadas foram obtidas de pacientes com
suspeita de LTA, para as quais ja havia sido realizado previamente a
microscopia do raspado da lesédo e/ou por PCR convencional seguida de RFLP
para o alvo HSP70 c (Graca et al. 2012).

A cPCR para o alvo HSP70 se mostrou o0 método mais sensivel para a
deteccdo de Leishmania, apresentando um percentual de 97% de amostras
positivas, enquanto que, com a PCR, para o alvo HSP70 foi obtido um
percentual de 84%, se mostrando menos sensivel que a qPCR para o alvo 18S
rDNA, o qual apresentou 91% de amostras positivas (Tabela 4.8). JA nos
célculos de especificidade, a qPCR para o alvo HSP70 se demonstrou o0 método
mais especifico, com 59% de deteccdo de amostras verdadeiro-negativas,
enquanto que a cPCR para o alvo HSP70 apresentou 44%, e a gPCR para o
alvo 18S rDNA apresentou 18%, considerando a microscopia como padréo-ouro
(Tabela 4.8).

Levando em consideracdo o resultado da sensibilidade para a cPCR,
foram calculados novamente os valores de sensibilidade e especificidade para
cada alvo, no entanto, tendo como padrao-ouro a cPCR. Nesse novo calculo, a
gPCR para o alvo 18S rDNA foi mais sensivel, apresentando 93% de amostras
positivas. Ja a qPCR para o alvo HSP70 teve 77% de amostras positivas e a
microscopia apresentou 75%. Considerando a especificidade, a microscopia se
mostrou mais especifica tendo como padrdo-ouro a cPCR, com 88% de
amostras verdadeiro-negativas, enquanto a gPCR para o HSP70 apresentou
71% e a gPCR para 0 18S rDNA, 35% (Tabela 4.9).
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Tabela 4.8: Sensibilidade e especificidade da deteccao de Leishmania por PCR
convencional ou quantitativo, em relagdo a microscopia Optica, em amostras de

escova cervical de pacientes de Rondonia, Brasil.

Amostras de pacientes (n=92)
Alvos/ : : : :
) Microscopia + Microscopia -
Método Total
(N=58) (N=34)
cPCR + 56 (97%) 19 (56%) 75
HSP70
cPCR - 2 (3%) 15 (44%) 17
gPCR + 49 (84%) 14 (41%) 63
HSP70
gPCR - 9 (16%) 20 (59%) 29
gPCR + 53 (91%) 28 (82%) 81
18S rDNA
gPCR - 5 (9%) 6 (18%) 11

Microscopia + = positivo na microscopia; Microscopia - = negativo na
microscopia; cPCR + = positivo na PCR convencional; cPCR - = negativo na
PCR convencional; gPCR + = positivo no PCR quantitativo; gPCR - = negativo

no PCR guantitativo.

Tabela 4.9: Sensibilidade e especificidade da deteccdo de Leishmania por

microscopia ou PCR quantitativo, em relagdo a PCR convencional, em amostras

de escova cervical de pacientes de Rondonia, Brasil.

Amostras de pacientes (n=92)
Alvos/
] cPCR HSP70 + cPCR HSP70 -
Método Total
(N=75) (N=17)
Microscopia
56 (75%) 2 (12%) 58
+
Microscopia
19 (25%) 15 (88%) 34
gPCR + 58 (77%) 5 (29%) 63
HSP70
gPCR - 17 (23%) 12 (71%) 29
18S rDNA gPCR + 70 (93%) 11 (65%) 81
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gPCR - 5 (7%) 6 (35%) 11

cPCR + = positivo na PCR convencional; cPCR - = negativo na PCR
convencional; Microscopia + = positivo na microscopia; Microscopia - = negativo
na microscopia; gPCR + = positivo no PCR quantitativo; gPCR - = negativo no

PCR quantitativo.

A andlise estatistica de concordancia por Bland-Altman apontou que
ambos os alvos testados apresentaram boa concordancia (Figura 4.4). Isso
indica que o HSP70 pode ser validado como um alvo a ser usado para a
guantificacdo de amostras clinicas, obtendo-se com ele uma quantificacéo

precisa e confiavel, considerando a maior especificidade desse alvo.

Carga Parasitaria (188 x HSP70)

10° Grafico de Bland-Altman
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"
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g oe ° Lower Limit of Agreement CI
. _
4.00+4 95% CI = -38542,795 to -24318,2818
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T - T N -6,0e+4 . : . . ; 95% Cl = 26539,7283 to 40764,2415
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Eq. Parasitos/ug DNA humano (18S) Media de 18S e HSP70

Figura 4.4: Ensaio de concordancia de Bland-Altman: avaliagdo da concordancia
entre as metodologias de quantificacdo da carga parasitaria de Leishmania, em
amostras de escova cervical de pacientes de Rondénia - Brasil, pelos dois alvos
estudados (HSP70 e 18S rDNA).
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4.2 HRM

4.2.1 HSP70 c

4.2.1.1 Padronizacao

Diferentes concentracdes de iniciadores e DNA foram testadas, sendo os
melhores resultados obtidos com a concentracdo de 0,6 pmol/uL de cada
iniciador e 150 ng/uL de DNA (Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Diferentes concentracbes de DNA de Leishmania e iniciadores
testados para o alvo HSP70, com a concentracdo definida para ser utilizada nas

préximas reacdes indicada em negrito.

DNA INICIADORES

100 ng/puL

0,1 pmol/uL | 0,2 pmol/uL | 0,4 pmol/uL | 0,6 pmol/puL | 0,8 pmol/uL
150 ng/uL

ApOs a padronizacdo com os iniciadores HSP70 ¢ (Graga et al. 2012) e
com as cepas de referéncia da CLIOC, foi possivel diferenciar apenas as
Euleishmanias (representadas pelos subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia))
das Paraleishmanias (Cupolillo et al., 2000), representadas nesses experimentos
pelas cepas IOCL 1245 (L. colombiensis), IOCL 888 (L. equatorensis) e IOCL
582 (L. hertigi), ndo sendo possivel distinguir as diferentes espécies dos dois
subgéneros de Leishmania. As cepas foram agrupadas em 04 padrdes
observados nas curvas de dissociacao obtidas por HRM (Tabela 4.10 e Figura
4.5). Os padrbes se mantiveram em quatro repeticbes experimentais,
demonstrando a reprodutibilidade da técnica. Esse resultado representou a
primeira etapa para a construcdo de um algoritmo para a diferenciacdo de

espécies de Leishmania por HRM.
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Tabela 4.10: Espécies de Leishmania analisadas por High Resolution Melting

com os iniciadores HSP70 c e os padrdes observados.

Amostra Espécie Variante 1 | Variante 2 | Variante 3 | Variante 4

IOCL 561 L. (L.) mexicana X

IOCL 563 L. (L.) donovani X

IOCL 565 | L.(V.)guyanensis X

IOCL 566 L.(V.) braziliensis X

IOCL 575 | L. (L.) amazonensis X

IOCL 579 L. (L.) infantum X

IOCL 581 L. (L.) major X

IOCL 1365 L. (V.) naiffi X

IOCL 1545 L. (V.) shawi X

IOCL 2821 L. (L.) major X

IOCL 2906 L. (L.) infantum X

IOCL 1023 L.(V.) lainsoni X

IOCL 571 L (L.) tropica X

IOCL 582 L. hertigi X

IOCL 888 L. equatorensis X

IOCL 1245 L. colombiensis X
A B

Aligned Melt Curves--hsp70

Difference Plot--hsp70

Figura 4.5: Perfis das curvas de dissociacéo (A) e grafico das diferencas (B) das

cepas de referéncia da CLIOC para o alvo HSP70, com os iniciadores HSP70 c.
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4.2.2 Reproducéao dos protocolos descritos por Zampieri et al. 2016
Considerando os resultados obtidos com os iniciadores HSP70 ¢ (Graca
et al. 2012), os quais nao permitiram a diferenciacdo ao nivel de espécie de
Leishmania, e, considerando também os resultados obtidos por Zampieri e
colaboradores em 2016, os quais foram promissores na diferenciacdo de
espécies por HRM com iniciadores para o alvo HSP70, reproduzimos esses
protocolos, com um maior nimero de cepas e posteriormente com amostras

clinicas de pacientes diagnosticados com leishmaniose.

4.2.2.1 Padronizacao

Com isso, primeiramente foram reproduzidos esses protocolos para
ambos os iniciadores descritos, iniciador 1 (HSP70 F2 e HSP70 ¢ R) para todas
as especies, e iniciador 2 (HSP70 F1 e HSP70 R1) para L. Viannia (Tabela 3.1),
com as cepas de referéncia da CLIOC (Anexo 1). Os resultados desses
experimentos com o nosso painel de cepas de referéncia corroboraram o
resultado descrito por Zampieri, sendo possivel diferenciar as mesmas espécies
com 0s mesmos iniciadores.

Para o iniciador 1, além das espécies de Leishmania utilizadas por
Zampieri (L. (L.) tropica, L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) major, L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi), foram incluidas espécies de
Paraleishmania (L. hertigi, L. equatorensis e L. colombiensis) e foi possivel
diferenciar as mesmas espécies que Zampieri, com excecdo de L. naiffi e L.
shawi, que ficaram agrupadas na mesma variante n0os nossos experimentos. Ja

as Paraleishmanias, ficaram divididas em duas variantes (Tabela 4.11).

Para o iniciador 2, foram usadas somente as cepas de referéncia da
CLIOC pertencentes ao subgénero L. Viannia (L. (V.) lainsoni, L. (V.) braziliensis,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi), que correspondem as mesmas
espécies testadas por Zampieri. Os resultados dos nossos experimentos
novamente corroboraram o resultado apresentado por Zampieri, sendo as
mesmas espécies agrupadas nas mesmas variantes (Tabela 4.11). A
combinacao dos dois iniciadores permite a distingdo das espécies de L. (Viannia)
(Figuras 4.6, 4.7 e 4.8).
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Tabela 4.11: Resultados dos experimentos para os iniciadores 1 e 2 com as

respectivas cepas utilizadas.

Amostra Espécie Variante | Variante

Iniciador | Iniciador
1 2

IOCL 563 L. (Leishmania) donovani 1A -

IOCL 579 L. (Leishmania) infantum 1A -

IOCL 2906 L. (Leishmania) infantum 1A -

IOCL 582 L. hertigi 1B -

IOCL 888

IOCL 566 L. (Viannia) braziliensis 1D 2B

IOCL 2821 L. (Leishmania) major 1D -

IOCL 1545 L. (Viannia) shawi 1E 2A
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Iniciador 1

I Iniciador 2 l

Figura 4.6: Variantes nas quais as espécies de Leishmania ficaram agrupadas

com os iniciadores 1 e 2. Variantes 1 (A, B, C, D e E) representam as obtidas

com o iniciador 1 e variantes 2 (A e B) representam as obtidas com o iniciador 2.
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Aligned Melt Curves

Aligned Fluorescence(%)

Temperature{®C)

Figura 4.7: Padrbes de referéncias obtidas para o iniciador 1 com suas
respectivas curvas de dissociacdo alinhadas nas diferentes variantes
detectadas. Curvas em verde - variante 1A; Curvas em azul - variante 1B;

Curvas em vermelho - variante 1C; Curvas em amarelo - 1D; Curvas em cinza -
variante 1E.

Aligned Melt Curves

Aligned Fluorescence(%)

™ a0 81 :r a a4 a5 8 & aa k]
Temperature("C)

Figura 4.8: Padrdes de referéncias obtidas para o iniciador 2 com suas
respectivas curvas de dissociacdo alinhadas nas diferentes variantes

detectadas. Curvas em vermelho - variante 2A; Curvas em amarelo - variante
2B.
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4.2.2.2 Validacdo com cepas de promastigotas

Ao compararmos os resultados das duas padronizacdes detectou-se o
maior potencial para separacao de cepas utilizando os iniciadores de Zampieri et
al.,, 2016. Diante disso os experimentos seguintes foram feitos apenas para

esses iniciadores.

ApoOs a obtencédo desses dados, foi selecionado um painel de 97 cepas,
de diferentes regides do Brasil, cobrindo principalmente a regido Amazoénica que
compreende a maior diversidade de espécies de Leishmania que circulam no
Brasil. Essas cepas foram submetidas as reac6es de HRM ja padronizadas para
os iniciadores 1 e 2. Todas as cepas selecionadas para esse painel foram
previamente caracterizadas por PCR e sequenciamento do alvo HSP70 P1
(Garcia et al. 2004).

Com ambos os iniciadores, de um total de 97 cepas testadas, cinco nao
corresponderam a caracterizacdo prévia, duas com o iniciador 1 e trés com
iniciador 2, indicando o potencial desta técnica para a diferenciacdo de espécies
de Leishmania provenientes de amostras de cultura. As amostras que nao
corresponderam estdo marcadas em negrito. Além disso, com o iniciador 2, ndo

foi possivel obter amplificacao para 14 das 97 cepas (Tabela 4.12).

Tabela 4.12: Painel de cepas testadas para os iniciadores 1 e 2, e suas
respectivas variantes. *Cepas que nado corresponderam na variante a

caracterizacao prévia. SA = cepas que nao amplificaram.

Variante Variante
Amostras Especie Iniciador 1 | Iniciador 2
IOCL 262 L. (L.) amazonensis 1A -
IOCL 322 L. (L.) amazonensis 1A -
IOCL 577 L. (L.) mexicana 1A -
IOCL 615 L. (L.) amazonensis 1A -
IOCL 897 L. (L.) amazonensis 1A -
IOCL 1043 L. (L.) amazonensis 1A -
IOCL 1071 L. (L.) amazonensis 1A -
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IOCL 1109
IOCL 2430
IOCL 2490
IOCL 2497
IOCL 2571
IOCL 2586
IOCL 2647
IOCL 2679
IOCL 2690
IOCL 2704
IOCL 2740
IOCL 3059
IOCL 3212
IOCL 3281
IOCL 3310*
IOCL 3311
IOCL 3315
IOCL 3352
IOCL 3399
IOCL 3534
IOCL 3535
IOCL 3572
IOCL 161*
IOCL 166
IOCL 167*
IOCL 390
IOCL 849
IOCL 1731
IOCL 1734
IOCL 1851*
IOCL 1917
IOCL 2130

L. (L.) amazonensis
L. (L.) infantum
Leishmania sp. LI e Ln
L. (V.) lainsoni
L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis
L. (L.) infantum
L. (L.) amazonensis
L. (V.) lindenbergi
L. (L.) infantum
L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis
L. (L.) infantum
L. (L.) amazonensis
L. (V.) naiffi
L. (L.) amazonensis
L. Viannia lainsoni
L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis
L. (L.) amazonensis
L. (L.) mexicana
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
Leishmania sp. Lb e Lg
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D

2A
2A

2A

SA

2A
2B
2A
2B
2B
2B
2B
2A
2B
2B
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IOCL 2134
IOCL 2139
IOCL 2160
IOCL 2188
IOCL 2287
IOCL 2288
IOCL 2291
IOCL 2292
IOCL 2335
IOCL 2337
IOCL 2344
IOCL 2356
IOCL 2371
IOCL 2405
IOCL 2429
IOCL 2495
IOCL 2501
IOCL 2502
IOCL 2538
IOCL 2660
IOCL 2689
IOCL 2693
IOCL 2823
IOCL 2824
IOCL 2842
IOCL 2939
IOCL 3011
IOCL 3061
IOCL 3062
IOCL 3141
IOCL 3162
IOCL 3163

L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

—

. (V.) braziliensis
. (V.) guyanensis
. (V.) guyanensis

. (V.) braziliensis

L

L

L

L. (V.) guyanensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) utingensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D

2B
2B
2B
2B
2B
2B
SA
SA
2A
2A
2B
2A
2A
2A
2B
2B
2B
2B
2B
SA
2B
2B
2B
2B
2B
2A
2B
2B
2B
2B
SA
SA
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IOCL 3229
IOCL 3231
IOCL 3305
IOCL 3306
IOCL 3307*
IOCL 3312
IOCL 3314
IOCL 3327
IOCL 3358
IOCL 3360
IOCL 3362
IOCL 3390
IOCL 3394
IOCL 3397
IOCL 3538
IOCL 3669
IOCL 3657
IOCL 3662
IOCL 3661
IOCL 3665
IOCL 3353
IOCL 3523
IOCL 3524
IOCL 3541

L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) braziliensis
L. (L.) amazonensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
Leishmania sp. Lb e Lg
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) panamensis
L. (V.) peruviana
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) shawi
L. (V.) naiffi
L. (V.) naiffi
L. (V.) naiffi

1D
1D
1D
1D
1D
1D
SA
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1D
1E
1E
1E
1E

2B
2B
2A
SA

SA
SA
SA
2A
2B
SA
SA
2B
SA
2A
2A
2B
2B
2B
2B
2A
2A
2B
2B
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4.2.2.3 Sequenciamento

Das 97 cepas utilizadas para o HRM, 56 foram submetidas com sucesso
ao sequenciamento do alvo HSP70 P1 (Garcia et al. 2004) [Tabela 3.1],
incluindo as quais o resultado obtido no HRM ndo correspondeu a
caracterizacdo prévia. Dessas, cinco cepas tiveram a caracterizacdo prévia
confirmada pelo resultado do sequenciamento, discordando de fato do resultado
do HRM. Os fragmentos alinhados referentes as regides amplificadas com os
iniciadores 1 e 2 estéo representados nas tabelas 4.13 e 4.14. Os perfis das
curvas de dissociacdo das cepas que nao corresponderam a caracterizacao
prévia, e também a sua confirmacgao por sequenciamento e busca na plataforma

BLAST (ncbi.gov), para cada iniciador, estdo representados nas figuras 4.9-4.13.
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Tabela 4.13: Polimorfismos encontrados para a regido amplificada do iniciador 1 para algumas das cepas submetidas ao HRM.

Amostras

Variante

m

IOCL 575 L. amazonensis|IOL
2679 L. amazonensis||IOCL 3307
L. amazonensis|IOCL 3311 L.
amazonensis

1A/1D

85

IOCL 2740 L. amazonensis
IOCL 579 L. infantum
IOCL 2430 L. infantum
IOCL 2647 L. infantum
IOCL 1023 L. lainsoni
IOCL 3315 L. lainsoni
IOCL 561 L. mexicana
IOCL 577 L. mexicana
IOCL 3572 L. mexicana
IOCL 2490 L. naiffi/L. lainsoni
IOCL 3310 L. naiffi

1A

o 06 6 4 4 4

O 0 0 60 0 O

> 0 0 60 0 6

O o o o o o0

85,539
84,993
85,774
85,187
85,383
85,852
85,305
85,540
85,305
85,695

85,695

IOCL 1365 L. naiffi

IOCL 1545 L. shawi[lOCL 3353 L.
shawi

1E

oo 6 6 60 0 6 06 06 0 O

oo o 4 49 o o o o 0O 0

86,750

86,900

IOCL 566 L. braziliensis|IOCL
2160 L. braziliensis

IOCL 1731 L. braziliensis

IOCL 3661 L. braziliensis

IOCL 3662 L. braziliensis||[OCL
3665 L. braziliensis

IOCL 3358 L. braziliensis/L.
guyanensis|IOCL 3669 L.
panamensis

IOCL 565 L. guyanensis|IOCL
3312 L. guyanensis|IOCL 3305 L.
guyanensis

IOCL 3657 L. peruviana

IOCL 2689 L. utingensis

1D

85,8/86,1
86,751

86,321

86,300

86,500

85,8/86,1
86,477

87,219
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Tabela 4.14: Polimorfismos encontrados para a regidao amplificada do iniciador 2 para algumas das cepas submetidas ao HRM.

Amostra

IOCL 566 L. braziliensis
IOCL 161 L. braziliensis
IOCL 167 L. braziliensis

IOCL 1731 L.
IOCL 1851 L.
IOCL 2160 L.
IOCL 3662 L.
IOCL 3661 L.
IOCL 3665 L.

braziliensis
braziliensis
braziliensis
braziliensis
braziliensis
braziliensis

IOCL 565 L. guyanensis

IOCL 390 L. guyanensis/L. braziliensis

IOCL 2939 L.
IOCL 3305 L.
IOCL 1023 L.
IOCL 1365 L.
IOCL 3310 L.
IOCL 3669 L.
IOCL 3657 L.
IOCL 1545 L.
IOCL 3353 L.
IOCL 2689 L.

guyanensis
guyanensis
lainsoni
naiffi

naiffi
panamensis
peruviana
shawi

shawi
utingensis

Variante
2B
2A
2A
2B
2A
2B
2B
2B
2B
2A
2B
2A
2A
2A
2B
2A
2A
2B
2A
2A
2B

O0000000000000000O00O0000

>r>>>>r2>>>>>>>>>>>>>>

O00000000000000000000
>>>>2>2>>>>2>>>>>>>>>>>>

e e e e e e

NoNONONONONONONONARONONONANANONONANANONO)

OO0

®

®

- >

o

G
C

=40

o

440

—— -

C T
N

Tm
84,768
84,535
84,535
84,924
84,457
84,963
84,924
84,885
84,885
84,457
84,768
84,534
84,418
84,184
84,963
84,495
84,496
84,963
84,106
83,988
84,963

70



Amplification Plot

Aligned Melt Curves (E08

1E0S

1E04

ARN

Aligned Fluorescence(%)
8

[1,905.783243 [

"j =Ry r
AR

|

2 4 & &4 10 12 1 8 1 XN 2} ¢ X/ MW W B M ¥ MW M

1E02

5 o
Temperature(*C) Cycle

Figura 4.9: A: Perfil da curva de dissociacdo da cepa IOCL 3307, obtido com o
iniciador 1 (seta). A figura mostra esta cepa agrupada na variante 1D,
representada em amarelo. B: Perfil da curva de amplificacdo para a mesma
amostra, indicado pela seta. Em laranja a curva de amplificacdo da cepa de
referéncia IOCL 566 (L. (V.) braziliensis) e em azul da cepa de referéncia IOCL

575 (L. (V.) amazonensis).
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Figura 4.10: A: Perfil da curva de dissociagédo da cepa IOCL 3310, obtido com o
iniciador 1 (seta). A figura mostra esta cepa agrupada na variante 1A,
representada em vermelho, e a curva de dissociacdo da cepa de referéncia
IOCL 1365 (L. (V.) naiffi) representada em cinza. B: Perfil da curva de
amplificagdo para a mesma amostra, indicado pela seta. Em azul a curva de

amplificacéo da cepa de referéncia IOCL 1365 (L. (V.) naiffi).
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Figura 4.11: A: Perfil da curva de dissociacédo da cepa IOCL 161, obtido com o
iniciador 2 (seta). A figura mostra esta cepa agrupada na variante 2A,
representada em vermelho. B: Perfil da curva de amplificagdo para a mesma
amostra, indicado pela seta. Em azul claro, a curva de amplificagéo da cepa de
referéncia IOCL 566 (L. (V.) braziliensis) e, em verde claro, da cepa de
referéncia IOCL 565 (L. (V.) guyanensis).
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Figura 4.12: A: Perfil da curva de dissociacéo da cepa IOCL 167, obtido com o
iniciador 2 (seta). A figura mostra esta cepa agrupada na variante 2A,
representada em vermelho. B: Perfil da curva de amplificacdo para a mesma
amostra, indicado pela seta. Em azul claro, a curva de amplificagéo da cepa de
referéncia IOCL 566 (L. (V.) braziliensis) e, em verde claro, da cepa de
referéncia IOCL 565 (L. (V.) guyanensis).
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Figura 4.13: A: Perfil da curva de dissociacédo da cepa IOCL 1851, obtido com o
iniciador 2 (seta). A figura mostra esta cepa agrupada na variante 2A,
representada em vermelho. B: Perfil da curva de amplificagdo para a mesma
amostra, indicado pela seta. Em azul claro, a curva de amplificacdo da cepa de
referéncia IOCL 566 (L. (V.) braziliensis) e, em verde claro, da cepa de
referéncia IOCL 565 (L. (V.) guyanensis).

4.2.2.4 Ensaios de reprodutibilidade

Para verificar a reprodutibilidade dessa técnica, foram reproduzidos os
protocolos para os iniciadores 1 e 2 com as cepas controles para cada um.
Foram selecionadas para esses testes também algumas das cepas provenientes
do estado de Rondénia, Brasil, que compunham o amplo painel de cepas
testado, uma vez que essas cepas seriam utilizadas também como controles,
além das referéncias, para a validagcdo com amostras clinicas, afim de que haja
uma boa representatividade dos possiveis perfis de curvas de dissociacéo

circulantes naquela regiao.

Foi obtido 100% de reprodutibilidade nos resultados de dois experimentos
(uma duplicata) realizados, em dias diferentes, nas mesmas condi¢gbes para 0s
iniciadores 1 e 2 (Tabela 4.15).
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Tabela 4.15: Resultados dos ensaios de reprodutibilidade para os iniciadores 1 e
2, com suas respectivas variantes, mostrando 100% de reprodutibilidade. Exp. 1
e 2: Experimentos 1 e 2.

Iniciador 1 Iniciador 2

IOCL 565 | L. (V.) guyanensis 1D 1D 2A 2A
L. (L))
IOCL 575 _ 1A 1A - -
amazonensis
IOCL 1023 L. (V.) lainsoni 1A 1A 2A 2A
IOCL 1545 L. (V.) shawi 1E 1E 2A 2A
IOCL 2690 | L. (V.) lindenbergi 1D 1D 2A 2A

IOCL 3398 L. (V.) lainsoni 1D 1D 2A 2A

IOCL 3538 | L. (V.) guyanensis 1D 1D 2A 2A
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4.2.2.5 Validacdo com amostras de pacientes

Apoés a confirmacdo da reprodutibilidade da técnica e o estabelecimento
das cepas a serem usadas como padrdes, foi realizada a validagdo do HRM com
amostras clinicas de pacientes provenientes de Rondénia, Brasil, previamente
caracterizadas por RFLP para o alvo HSP70 (HSP70 c). De um total de 66
amostras validadas, 16 foram divergentes da sua caracterizacdo prévia, 15
apresentaram resultados inconclusivos e 10 amostras foram negativas (Tabela
4.16). Além disso, trés amostras negativas por PCR convencional (cPCR) e
microscopia, foram positivas no HRM. Ainda assim, para 25 das 66 amostras
validadas os resultados foram convergentes, indicando o potencial da técnica de
HRM para o diagndstico molecular rapido, que pode ser feito diretamente a partir
de amostras clinicas, para a entdo deteccdo e caracterizacdo da espécie de
Leishmania envolvida na infeccdo. No entanto, a etapa de validacdo de
amostras clinicas com esta metodologia, ainda precisa ser aprimorada,

principalmente em relacdo aos critérios envolvidos na analise.
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Tabela 4.16: Resultado da validacdo do HRM com amostras clinicas de pacientes com leishmaniose cutanea, provenientes de

Rondoénia, Brasil, para os dois iniciadores, com suas respectivas variantes, valores de C; e carga parasitaria. SA: Sem

amplificac@o. As amostras que ndo corresponderam a caracterizag@o previa estdo marcadas em negrito.

Numero cPCR Caracterizacao Valores Valores Carga Variante | Variante Resultado
HSP70 cPCR e RFLP medios de C; | médios de C; | Normaliza HRM HRM HRM
HSP70 Iniciador 1 Iniciador 2 | da (par/pg) | Iniciador | Iniciador
1 2
IOCL 565 - L. (V.) guyanensis 24.35+1.18 22,77 £ 0,63 - 1D 2A L. (V)
guyanensis
IOCL 566 - L. (V.) braziliensis 21.14 £+ 1.57 20,37 £ 0,87 - 1D 2B L. (V)
braziliensis
IOCL 575 - L. (L.) amazonensis 26.88 £ 0.71 33,92 £ 0,42 - 1A - L. (L)
amazonensis
IOCL 579 - L. (L.) infantum 21.37 £0.20 34,87 £ 0,04 - 1A - L. (L.) infantum
IOCL 1023 - L. (V.) lainsoni 19.53 + 2.69 17,78 £0,17 - 1A 2A L. (V.) lainsoni
IOCL 1365 - L. (V.) naiffi 20.17 £ 0.74 17,43 £ 0,15 - 1E 2B L. (V.) naiffi
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|IOCL 2689 - L. (V.) utingensis 21.23+0.16 | 17,93+0,28 - L. (V.) utingensis

IOCL 3394 L. (V.) braziliensis 17.48 £0.71 15,99 £ 0,01 1D 2B L. (V.)
braziliensis

POSITIVO | L. (V.) braziliensis 36,76 + 0,07 INCONCLUSIVO

POSITIVO L. (V.) braziliensis 27.94 +0.20 25,80 +0,12 11126,35 1D 2B L. (V.)
braziliensis

e



399 POSITIVO L. (V.) braziliensis 25.51+0.70 24,76 £ 0,27 10168,61 1D 2B L. (V.)
braziliensis
402* POSITIVO | L. (V.) braziliensis 35.66 + 0.04 34,66 + 0,81 29,72 1A 2A L. (V.) lainsoni

POSITIVO | L. (V.) braziliensis 33.83+0.86 | 36,98+0,54 | NEGATIVO INCONCLUSIVO
NEGATIVO NEGATIVO 36,89 + 0,44 | NEGATIVO NEGATIVO

POSITIVO | L. (V.) braziliensis 38,62+ 1,82 NEGATIVO

POSITIVO L. (V.) braziliensis 35,61 + 36,18 INCONCLUSIVO
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NEGATIVO NEGATIVO 31.24 +0.10 27,57 + 0,07 200,22 INCONCLUSIVO

424* POSITIVO L. (V.) guyanensis 22.14 +0.22 21,03 +0,09 | 290.531,23 1D 2B L. (V)
braziliensis

426 NEGATIVO NEGATIVO 37.37 +0.57 35,85 + 0,98 7,91 1D 2B L. (V.)
braziliensis
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428 NEGATIVO NEGATIVO SA SA 3,56 SA SA NEGATIVO

430 NEGATIVO NEGATIVO SA 37,88 NEGATIVO SA SA NEGATIVO
436* POSITIVO L. (V.) guyanensis 31.66 = 0.57 28,98 £ 0,09 390,68 1D 2B L. (V)
braziliensis

POSITIVO L. (V.) braziliensis 32.77+£0.23 30,22 +0,21 169,79 1D 2B L. (V.)
braziliensis

POSITIVO L. (V.) braziliensis 33.76 £ 0.73 30,75 + 0,09 167,63 1D 2B L. (V.)
braziliensis
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446 POSITIVO L. (V.) braziliensis 24.39+0.31 22,80+ 0,43 37991,56 1D V1 INCONCLUSIVO

POSITIVO L. (V.) braziliensis 30.87£0.24 29,41 +£0,01 744,21 1D 2B L. (V.)
braziliensis

POSITIVO L. (V.) braziliensis 34.03 +0.40 31,27 +0,17 91,25 1D 2B L. (V.)
braziliensis

POSITIVO L. (V.) braziliensis 30.71+0.04 28,91 + 0,32 459,10 1D 2B L. (V.)
braziliensis

POSITIVO | L.(V.) guyanensis | 30.59+0.59 | 28,12 +0,37 284,24 INCONCLUSIVO
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459

POSITIVO

L. (V.) braziliensis

32.65 +0.49

31,94 + 0,22

27,60

L. (V)

braziliensis

462

POSITIVO

L. (V.) braziliensis

33,49+1,01

30,00 + 0,39

122,58

L. (V.)

braziliensis

466

POSITIVO

L. (V.) braziliensis

33,97 +£0,45

30,29 £ 0,05

35,71

L. (V)
braziliensis

468*

POSITIVO

POSITIVO

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

32,50 + 3,09

28,66 + 0,24

82

81,36

30,83 + 0,46 27,92 + 0,01 400,97

L. (V.) naiffi

L. (V.)

braziliensis



482 POSITIVO

L. (V.) braziliensis 31,43 +0,02 28,36 + 0,05 L. (V.)

braziliensis

L. (V)
braziliensis

POSITIVO L. (V.) shawi 30,99 +0,26 | 29,65+ 0,02 -

104* POSITIVO L. (V.) shawi 30,31 + 2,07 30,01 +0,39 - 1A 2A L. (V.) lainsoni
118M POSITIVO Né&o identificado 36,36 + 0,00 | 25,57 +13,13 - 1D 2A L. (V.)
guyanensis

POSITIVO L. (V.) lainsoni 35,45 + 0,28 - INCONCLUSIVO
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290

545

POSITIVO

POSITIVO

L. (V.) shawi

Nao identificado

SA

3545+0,11

34,62 + 0,40

31,64 £0,72

SA

1A

2B

V1

INCONCLUSIVO

INCONCLUSIVO
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4.2.3 COI

4.2.3.1 Padronizacao

Para a padronizacdo da reagdo para o alvo COIl, foram testadas
diferentes concentracbes de iniciadores, sendo obtidos os melhores
resultados a partir da concentracao de 0,2 pmol/uL de cada iniciador, com 0s
guatro iniciadores estudados (COI 129, COI 220, COI 367 e COI 428). As
reacOes foram realizadas a partir da concentracdo de DNA ja padronizada
para o alvo HSP70, que foi de 150 ng/uL na reacéo (Quadro 4.2).

Quadro 4.2: Concentracdes de iniciadores testadas para o alvo COl. Em

negrito esta indicada a concentracao padronizada para as proximas reacoes.

DNA INICIADORES

150 ng/pL | 0,2 pmol/uL | 0,2 pmol/uL | 0,3 pmol/uL | 0,6 pmol/uL | 0,9 pmol/uL

4.2.3.2 Teste dos iniciadores

ApoOs a padronizacdo das reacdes, 0s quatro iniciadores desenhados
para o alvo COIl foram testados para o seu propaésito inicial de caracterizacao
para determinadas espécies. Os iniciadores COIl 220 e COIl 367 foram
eficientes no seu propdésito inicial, sendo possivel distinguir as espécies de
Leishmania esperadas: L. L. donovani de L. L. infantum, além do que também
foi possivel diferenciar L. L. tropica, com o iniciador COIl 220; e L. V.
panamensis de L. V. guyanensis e L. V. shawi, com o iniciador COIl 367
(Tabela 4.17 e Figura 4.14).

Considerando que com estes dois iniciadores foi possivel caracterizar
espécies muito similares e portanto muito dificeis de diferenciar, pode-se
dizer que isso representa um importante dado para a construcdo de um
algoritmo para diferenciar espécies de Leishmania, uma vez que com esses
dois iniciadores foi possivel resolver lacunas que ficaram em aberto com a
utilizacdo do alvo HSP70. A utilizacdo desses dois alvos em combinagéo
permite, entdo, a caracterizacdo da grande maioria de espécies de
Leishmania capazes de infectar o homem e, portanto, de grande importancia

médica.
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Tabela 4.17: Iniciadores utilizados para o alvo COI, o objetivo para o qual

foram desenhados e a representacéo se o objetivo foi atingido.

Iniciador | Com objetivo de diferenciar: | Perfis distintos
col 220 L. (L.) infantum -
L. (L.) donovani
L. (V.) panamensis
COl 367 L. (V.) guyanensis/L. (V.) Sim
shawi
COlI 129 L. (V.) naiffi N&o
L. (V.) guyanensis
COl 428 L. (V.) shawi/L. (V.) N&o
panamensis
A Aligned Melt Curves B. Aligned Melt Curves

: N
\
‘-.

Figura 4.14: A: Curvas de dissociagcdo alinhadas para o alvo COI 220

mostrando L. L. donovani (V5), L. L. infantum (V7), e L. L. tropica (V6), que

estdo representadas em variantes separadas. B: Curvas de dissociacao

alinhadas para o alvo COIl 367 mostrando L. V. panamensis (V4), em uma

variante separada de L. V. guyanensis (V1) e L. V. shawi (V1).
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4.2.4 Algoritmo para identificacdo de Leishmania por HRM

Com base nos resultados obtidos neste estudo, um algoritmo foi
construido para a identificacdo de espécies de Leishmania por HRM (Figura
4.15), utilizando dois alvos moleculares: HSP70 e COI, a partir de dois
iniciadores do HSP70 (descritos por Zampieri et al. 2016) e dois iniciadores
especificos do COI, desenhados neste estudo. Primeiramente submete-se as
amostras a reacdo de HRM com o iniciador 1 do alvo HSP70. Em seguida, se
o resultado com o iniciador 1 for correspondente ao subgénero L. (Viannia),
utiliza-se o iniciador 2, também do HSP70. Para o caso do resultado obtido
ficar entre L. (L.) infantum e L. (L.) donovani, utiliza-se o iniciador especifico
para o alvo COI (iniciador COI 220). E, por fim, se o resultado ficar entre L.
(V.) guyanensis e L. (V.) panamensis, € usado o iniciador do alvo COlI
especifico (iniciador COI 367).

A utilizacdo deste algoritmo permite a identificacdo da maioria das

espécies causadoras das leishmanioses nas Américas.

87



Iniciador 1
HSP70 Variante 1A Variante 1B Variante 1C Variante 1D Variante 1E
L. mexicana L. tropica L. colombiensis L. guyanensis L. naiffi
L. donovani L. hertigi L. equatorensis L. braziliensis L. shawi
L. amazonensis L. major
L. infantum
L. lainsoni
Iniciador 2 MalIante ea Variante 2B
HSP70 L. guyanensis L. braziliensis
L. lainsoni L naiffi
L. shawi
COl Iniciador 220 Iniciador 367

I I | |

Figura 4.15: Algoritmo para a diferenciacao de espécies de Leishmania por
HRM utilizando primeiramente dois pares de iniciadores para o alvo HSP70,
descritos por Zampieri et al. 2016, sendo o segundo especifico para o
subgénero L. (Viannia). Em seguida, dois pares de iniciadores para o alvo
COl, especificos para L. (L.) infantum e L. (L.) donovani, ou para L. (V.)

guyanensis e L. (V.) panamensis.
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5. Discussao

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e avaliagéo
das performances de metodologias moleculares para a deteccao,
quantificacdo e identificacdo de espécies de Leishmania, visando propor uma
metodologia consenso a ser aplicada como ensaio de referéncia para
diagnostico e tipagem deste parasito. Assim, duas técnicas foram utilizadas,
a qPCR e o HRM.

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) tem sido empregada para
determinar a carga parasitaria da infec¢cdo no hospedeiro vertebrado (Nicolas
et al., 2002; Francino et al., 2006; Solca Mda et al., 2014), sendo util ndo s6
para o diagnostico como também para estudar a dindmica da infec¢éo e
como marcador precoce do sucesso terapéutico. O HRM é uma técnica
baseada em gqPCR que permite a deteccdo de mutacdes, polimorfismos e
diferengas epigenéticas em amostras de DNA, com grande potencial para
diferenciar as espécies de Leishmania, inclusive a partir de amostras clinicas,
dispensando o isolamento e cultivo do parasito (Taylor et al., 2010°; Zampieri
et al., 2016). Entretanto, para ambas as técnicas, ainda nao ha um consenso
em relagdo aos marcadores moleculares para o diagnostico e para a
genotipagem. Na busca pela padronizagdo de diagnéstico para as
leishmanioses, esses pontos precisam ser considerados.

No presente trabalho, durante a padronizacédo das reacfes de qPCR,
foi testado o limite de detec¢éo de cada alvo estudado, o HSP70 e 18S rDNA.
O limite de detecc¢ao obtido para o alvo HSP70 foi em torno de 100 parasitas
por mL, enquanto que o obtido para o alvo 18S rDNA foi de 10 parasitas por
mL, nos ensaios com parasitas cultivados. Este limite de deteccdo € menos
sensivel (em 01 log de diferenga) do que alguns relatos na literatura (Ledn et
al., 2017; Hernandez et al., 2014), mas mais sensivel do que outros
(Hitakarun et al., 2014). Apesar desta variacdo, as cepas, equipamentos,
metodologia de extracdo de DNA e ciclagem foram as mesmas utilizadas no
nosso estudo e nos estudos de Ledn e colaboradores (2017) e Hernandez e
colaboradores (2014). O que variou foram os iniciadores e 0 sistema
utilizado, sendo, portanto, esses 0s provaveis fatores responsaveis pelas
diferencas nos valores de limite de detecg&o.

89



Porém, esperava-se no presente trabalho, uma maior sensibilidade,
pois foi utilizado sistema TagMan direcionado a uma regido menor de ambos
os genes (produtos amplificados de 163 e 155 pb para o HSP70 e 18SrDNA,
respectivamente). Diante desse fato, seria esperada uma maior sensibilidade
de deteccdo de Leishmania em baixas concentracdes, ja que as condi¢cdes
estabelecidas tendem a incrementar a eficiéncia da reacao.

Contudo, um estudo comparando a acuracia de reagbes de gPCR com
a utilizacdo de SYBR Green e TagMan relatou uma maior sensibilidade
obtida com a utilizacdo de SYBR Green em relacdo ao sistema TagMan,
tanto em amostras de bidpsias de tecidos como em swabs (Gomes et al.,
2017). Assim, € possivel que o sistema TagMan apresente de fato menor
sensibilidade, apesar de alguns relatos técnicos apontarem o inverso (Cao e
Shockey, 2012). Mesmo com menor sensibilidade, as reacdes de
guantificacdo utilizando o sistema TagMan podem ser mais precisas e
acuradas, uma vez que o0 mesmo minimiza a formacéao de dimeros de primers
e possibilita a realizacdo de reacées em multiplex com o uso de controles
enddgenos, o que nao é possivel com a utilizacdo de SYBR Green (Galluzzi
et al., 2018). No caso de pacientes humanos, um alvo muito utilizado para o
controle interno da reacdo de amplificacdo € a RNAse P. A inclusao de
controles na reacdo em multiplex € fundamental para a quantificacdo
absoluta da carga parasitaria em amostras clinicas, pois permite a
normalizacdo da quantidade encontrada de parasitos pela quantidade de
DNA proveniente da amostra, no caso, DNA humano, evitando assim
resultados de diagnéstico falso-negativos (Moreira et al., 2017). Além disso, o
sistema de deteccdo/quantificacdo que utiliza sondas fluorogénicas (TagMan)
desenhadas para regides internas das sequéncias que estdo sendo
amplificadas em tempo real, fornece uma maior especificidade, comparada
ao uso de corantes fluorescentes (SYBR Green e outros) que intercalam
inespecificamente na fita dupla do DNA (Galluzzi et al., 2018).

O numero de coépias do alvo HSP70 varia entre as diferentes espécies
de Leishmania, apresentando poucas copias no genoma - entre uma e 15
copias dependendo da espécie (MacFarlane et al., 1990; Bock and Langer,
1993; Zurita et al., 2003; Folgueira et al., 2007). No presente estudo, a curva-

padrao para determinacao da extensao dinamica de detecc¢éao do alvo HSP70
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foi realizada com L. (V.) braziliensis, que, considerando este alvo, apresenta
sete copias do gene em seu genoma (Ramirez et al., 2011), o que pode ser
considerado um baixo numero de cépias quando comparada a outras
espécies, como por exemplo, L. (L.) donovani, a qual apresenta de 12 a 15
copias desse gene (MacFarlane et al., 1990). O baixo numero de copias
encontrado em L. (V.) braziliensis pode dificultar a deteccdo de
concentracbes muito baixas deste parasito, com o alvo HSP70, o que pode
explicar o Ilimite de deteccdo encontrado, de aproximadamente 100
parasitos/mL.

A técnica de gPCR se mostrou eficaz para a deteccdo da infec¢ao por
Leishmania spp., sendo suficientemente sensivel para detectar cinco células
do parasito por amostra, utilizando o alvo que forneceu maior sensibilidade
(18S rDNA). Esse achado era esperado devido ao maior nimero de copias
deste alvo no genoma (Guillaume et al., 1992). No entanto, o 18S rDNA se
mostrou menos especifico, possibilitando a deteccdo de outros
tripanosomatideos quando comparado ao alvo HSP70 (Tabela 4.5), o que
discorda de dados ja publicados (Ledn et al., 2017; Hitakarun et al., 2014),
em gue nao foi observada amplificacdo para outras espécies nao-leishmania
com o alvo 18S rDNA. Uma possivel explicacdo seria a utilizacdo de
diferentes iniciadores para este alvo, amplificando assim diferentes regides
deste mesmo gene. E possivel que a regi&o utilizada para anelamento dos
iniciadores no presente estudo seja mais conservada entre 0s
tripanossomatideos, quando comparada a regido de anelamento dos
iniciadores utilizados por Ledn e colaboradores, permitindo assim a
amplificacéo de outras espécies de tripanossomatideos (Ledn et al., 2017).

O alvo HSP70, apesar da menor sensibilidade quando comparado ao
18S rDNA, foi mais especifico em todos os ensaios realizados, e, na
amplificagcdo de amostras clinicas, apresentou valores de C; similares - em
sua maioria - aos obtidos na amplificacdo das mesmas amostras com o 18S
rDNA. Este fato corrobora os dados de Ledn e colaboradores, se mostrando
assim um bom alvo a ser utilizado para a quantificacdo de amostras clinicas
de pacientes com LTA (Leon et al., 2017).

Apéds os ensaios de linearidade, sensibilidade e especificidade, foram

realizadas a amplificacdo e quantificacdo da carga parasitaria em amostras
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de DNA de 92 pacientes com suspeita de LTA, provenientes do Laboratorio
de Epidemiologia Genética da Fiocruz de Rondb6nia. Das 92 amostras, 63
foram positivas e 29 foram negativas para o alvo HSP70, enquanto que para
0 alvo 18S rDNA 81 foram positivas e 11 foram negativas, confirmando a
maior sensibilidade do alvo 18S rDNA.

Dentre as metodologias de diagndstico para as leishmanioses, a mais
utilizada na rotina dos laboratorios clinicos e que é considerada o método-
ouro para diagnéstico, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, é a
microscopia. No entanto, apesar dessa metodologia apresentar uma alta
especificidade, sua sensibilidade é baixa, como demonstrado nas analises de
sensibilidade e especificidade. Além disso, sua sensibilidade € muito variavel,
entre 74,4 e 40%, segundo dados da literatura (Bensoussan et al., 2006;
Szargiki et al., 2009; Goto e Lauletta Lindoso, 2012). Com isso, meétodos mais
sensiveis como a PCR e a gPCR tém sido amplamente utilizados para o
diagndstico e identificacdo de espécies de Leishmania. Diversos protocolos
de gPCR tém sido desenvolvidos para essa finalidade, sendo os alvos mais
utilizados para detecgdo de Leishmania, o kKDNA, que apresenta uma
sensibilidade em torno de 97% (Jara et al., 2013), o HSP70, com uma
sensibilidade de 95% (Garcia et al., 2007) e o 18S rDNA, apresentando
valores similares ao KDNA, em torno de 97% (Adams et al., 2014).

Apesar da maior sensibilidade da qPCR (Bensoussan et al., 2006;
Schonian, 2010; da Graca et al., 2012; Koltas et al., 2016), no presente
estudo observamos um dado controverso. A cPCR para o alvo HSP70 foi
mais sensivel (tendo como padrdo-ouro a microscopia) do que a qPCR para
ambos os alvos, sendo que o 18S foi mais sensivel em valores absolutos que
0 HSP70. Por outro lado, o 18S rDNA apresentou maior percentual de
verdadeiros positivos e menor percentual de verdadeiros negativos. Esses
resultados sdo esperados considerando as caracteristicas deste alvo, i.e.,
maior niumero de cOpias distribuidas no genoma e menor especificidade,
resultante da maior conservacdo de sequéncia em diferentes espécies de
tripanosomatideos. Como ja citado, a sensibilidade da microscopia € variavel,
dependendo do procedimento e da regido de coleta do material (Bensoussan
et al., 2006; Szargiki et al., 2009; Goto e Lauletta Lindoso, 2012), assim como
da experiéncia do profissional para a leitura das laminas. No presente
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trabalho ndo tivemos acesso as laminas, recebemos apenas o laudo da
leitura das mesmas.

Foram também observadas quatro amostras negativas na qPCR para
ambos os alvos e positivas para microscopia e cPCR. Esse caso especifico
pode ter ocorrido devido a qualidade do DNA utilizado, visto que recebemos
esse material ja pronto para as reacdes, ndo sendo realizadas por nos as
etapas de extracdo e quantificacdo do mesmo. O DNA utilizado passou por
um processo de transporte e estocagem, sendo por isso possivelmente
submetido a sucessivos congelamentos e descongelamentos até que fosse
utilizado, o que também pode ter contribuido para uma possivel degradacéo.

Analisando os percentuais de positividade de todas as metodologias
comparadas a cPCR como padrédo-ouro, o gPCR para o alvo 18S rDNA foi a
metodologia mais sensivel, com 94% de amostras positivas, frente a 77%
com o alvo HSP70. Apesar disso, de um total de 15 amostras negativas tanto
por microscopia quanto por cPCR, 10 foram positivas nas reagdes de gPCR
em pelo menos um dos alvos usados. Esse dado reforgca a maior
sensibilidade da qPCR em relacdo a outras metodologias de diagndstico,
apontando também para as muitas variaveis envolvidas em um diagndéstico
por microscopia.

Ja com relacéo a especificidade, os baixos valores encontrados para a
gPCR, tanto com HSP70 quanto com o 18S rDNA, quando a microscopia foi
considerada como padrdo-ouro, ou padrdo de referéncia, refletem a
imperfeicdo desse padrdao de referéncia. Uma vez que a microscopia tem
baixa sensibilidade, ela pode levar a um excesso de falsos negativos. Dessa
forma, as reacdes de qPCR (HSP70 e 18S rDNA), que apresentam uma
maior sensibilidade, conseguem detectar esses falsos negativos como
positivos. Isso leva a uma baixa especificidade desses métodos, uma vez que
eles sdo naturalmente mais sensiveis. Quando mudamos o padrdo de
referéncia e comparamos todas as metodologias tendo a cPCR como padrdo-
ouro, a especificidade das rea¢des de qPCR para os dois alvos € maior. Isso
reforca o problema de se usar a microscopia como padrao-ouro.

A partir dos resultados obtidos, foram calculados o numero total de
amostras positivas, de amostras verdadeiro-negativas, a mediana da carga
parasitaria, além das cargas maxima e minima para os dois alvos. O alvo 18S
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rDNA foi capaz de detectar 20 amostras positivas a mais do que o HSP70.
Este fato era esperado devido ao seu maior nimero de cépias no genoma de
Leishmania em comparacdo ao HSP70 (Ledén et al., 2017). Os valores de
carga parasitaria obtidos para os dois alvos, no geral, foram bastante
similares para todas as amostras testadas, com excecdo de quatro amostras
(amostras 391, 394, 458 e 468) que apresentaram uma diferenca significativa
de carga parasitaria entre os alvos, chegando a cerca de 23000 parasitos/mL
a mais no 18S rDNA, o que pode ser explicado pela menor especificidade
deste alvo, comparada ao HSP70. Ainda assim esses dados indicam uma
boa concordancia entre eles.

ApOs a obtencdo das cargas parasitarias normalizadas e dos calculos
dos percentuais de positividade, com o objetivo de comparar os dois
protocolos de quantificacdo da carga parasitaria em amostras clinicas (pelo
HSP70 e pelo 18S rDNA), foi utilizada a analise de Bland-Altman. Esse tipo
de andlise consiste na quantificacdo da concordancia entre duas medicdes
através da estimativa da diferenca média e da constru¢do de limites de
concordancia (Altman e Bland, 1983). Os limites de concordancia sao
calculados utilizando a média e o desvio padrdo das diferencas entre duas
medi¢cbes. Os resultados sao representados graficamente. O gréfico
resultante € um grafico de dispersdo XY, no qual o eixo Y mostra a diferenca
entre as duas medidas pareadas (A-B), e o eixo X representa a média das
duas medidas ((A+B)/2). Um modelo ideal afirmaria que as medidas obtidas
por um método ou por outro dariam exatamente os mesmos resultados,
entdo, todas as diferencas seriam iguais a zero (Bland e Altman, 1999;
Giavarina, 2015). Dessa forma, quanto mais préximo de zero for a média das
diferencas, maior a concordancia entre os métodos.

Ao aplicar a analise de Bland-Altman nos dados obtidos neste estudo,
pode-se observar que a maioria das amostras (com excecao de quatro)
ficaram agrupadas no eixo 0 no grafico de Bland-Altman, como pode ser
observado na figura 4.4. Isso significa que ambas as metodologias de
guantificacdo apresentaram uma boa concordancia. Esses dados reforcam o
potencial do alvo HSP70 para a quantificacdo da carga parasitaria por

Leishmania em amostras de pacientes.
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A metodologia de HRM € uma metodologia altamente sensivel, capaz
de diferenciar sequéncias de DNA muito proximas, inclusive sequéncias que
diferenciam por um Uunico polimorfismo, sendo capaz de produzir perfis
diferentes da curva de dissociacdo, permitindo a diferenciacdo (Graham et
al., 2005).

Primeiramente, Ceccarelli e colaboradores avaliaram em seu estudo a
diferenciacdo dos dois subgéneros de Leishmania por qPCR seguido pela
analise da curva de dissociagdo do DNA. Foram analisadas sete cepas,
sendo quatro do subgénero Leishmania e trés do subgénero Viannia. Os
resultados foram positivos quando associados os dados do gPCR com os da
curva de dissociagdo e os valores de Tm. Somente a andlise por HRM
apresentou uma pequena diferenca entre os dois subgéneros, no entanto nao
foram obtidas diferencas significativas nos valores de Tm. As analises de
HRM foram realizadas em amostras de parasitos isolados de cédes infectados
na Italia central (Ceccarelli et al., 2014).

Mais recentemente, um estudo realizado por Zampieri e colaboradores
em 2016 revelou resultados bastante promissores, permitindo a diferenciacao
de espécies de Leishmania usando este método (Zampieri et al., 2016). Com
base nos iniciadores para o alvo HSP70 utilizados por Graga e colaboradores
em 2012, foram desenhados dois iniciadores para a amplificacdo de produtos
menores, um com 144 pb (iniciador 1), e outro com 104 pb (iniciador 2), que
foram utilizados para reacdes de HRM com cepas de espécies dos dois
subgéneros de Leishmania. O primeiro iniciador foi utilizado em todas as
cepas de Leishmania testadas. O segundo iniciador foi utilizado somente
para as cepas do subgénero Viannia. Os resultados obtidos foram bastante
promissores, sendo possivel com o iniciador 1, distinguir todas as espécies
de Leishmania testadas, com excecédo de L. (L.) donovani contra L. (L.)
infantum, e L. (L.) mexicana contra L. (L.) amazonensis. Para o caso de L.
(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, ambas as espécies apresentaram um
perfil muito similar com o iniciador 1, sendo entdo possivel distinguir essas
duas espécies com o iniciador 2. Dessa forma, a combinacdo dos dois
iniciadores permitiu a distincdo da maioria das espécies de Leishmania
(Zampieri et al., 2016).

95



Considerando esses resultados, o presente trabalho buscou reproduzir
0s protocolos de Zampieri, aplicando-os em um painel maior de amostras e
submetendo o0 mesmo a uma validacdo analitica. Foram testadas 97 cepas
previamente caracterizadas por isoenzimas (Cupolilo et al., 1994)
pertencentes a diferentes espécies de Leishmania, incluindo as espécies de
relevancia clinica que circulam no Brasil.

Os resultados obtidos corroboraram os apresentados por Zampieri e
colaboradores (Zampieri et al., 2016), nos quais as mesmas espécies foram
agrupadas nas mesmas variantes para os dois iniciadores. Contudo, como
demonstrado na tabela 4.12, cinco cepas nao corresponderam a espécie
previamente caracterizada (uma cepa para ambos os iniciadores, uma cepa
apenas para o iniciador 1, e trés cepas apenas para o iniciador 2). Para
entender os possiveis motivos pelos quais isso pode ter ocorrido, 56 cepas,
incluindo as cinco acima citadas, foram submetidas a reacbes de
sequenciamento de DNA para o HSP70 em plataforma Sanger. Para o
iniciador 1, a cepa IOCL 3307 previamente caracterizada como L. (L.)
amazonensis e que, portanto, deveria apresentar o perfil da variante 1A, ndo
correspondeu a caracterizacdo prévia, ficando agrupada no HRM na variante
1D com as cepas das espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.)
major. Como observado na tabela 4.13, esta amostra apresentou sequéncia
idéntica a sequéncia de cepas da variante 1A, inclusive a sequéncia da cepa
de referéncia de L. (L.) amazonensis (IOCL 575). No entanto, apesar da
identidade das sequéncias de DNA, o software de andlise agrupou essas
cepas em variantes diferentes. Este fato pode ser devido aos valores da
temperatura de dissociagdo obtidos para essas amostras, uma vez que a
cepa IOCL 3307 apresentou um Tm mais préximo aos obtidos para as cepas
agrupadas na variante 1D, do que aos obtidos para as cepas agrupadas na
variante 1A (Tabela 4.13). Outra possivel explicacdo pode estar relacionada a
um diferente padrédo de metilagcdo do DNA identificado pelo software nessa
cepa. No entanto, para testar isso, repeticdes deveriam ter sido feitas, o que
nao foi possivel. A metodologia de HRM permite rastrear eficientemente uma
amostra para detectar seu nivel de metilacdo (Colella et al., 2003). Um
estudo de biomarcadores de metilacdo do papilomavirus humano do tipo 16,
em pacientes com lesdes cervicais, usando HRM, foi capaz de distinguir o
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DNA metilado em um nivel de 1% do DNA nao metilado, sendo que todos os
sitios CpG esperados foram detectados com éxito (Liu et al., 2018). Além
disso, sabe-se que produtos amplificados de fragmentos com um alto nivel de
metilacdo, contendo uma alta proporcao de citosina e guanina, apresentaréo
uma maior temperatura de dissociacdo do que fragmentos de DNA nao-
metilado, os quais apresentam um alto conteiddo de adenina e timina
(Hussmann e Hansen, 2018).

Outro fator a ser analisado para compreender porque a cepa |IOCL
3307 nao foi agrupada com as L. (L.) amazonensis, apesar de possuir a
mesma sequéncia de DNA de seus pares, é a curva de amplificacdo daquela
em relacdo a cepa de referéncia (IOCL 575). Observando a figura 4.9, pode-
se perceber que as curvas de amplificacdo das duas cepas foram distintas,
sendo que a cepa IOCL 3307 apresentou um valor de Ct em torno de 19,
similar a amplificacdo da cepa IOCL 566 (L. (V.) braziliensis), a qual também
ficou agrupada na mesma variante (1D), enquanto que a cepa IOCL 575 (L.
(L.) amazonensis) apresentou um valor de Ct em torno de 25. Sabendo que o
valor de Ct pode interferir no perfil da curva de dissociagéo (Taylor et al.,
2010"), este fato pode justificar também a juncédo desta cepa na variante 1D,
juntamente com a cepa IOCL 566, ao invés da variante 1A junto com a cepa
IOCL 575. Com isso, analisando a sequéncia da cepa IOCL 3307 (Figura
4.9), pode-se perceber que as principais diferencas entre esta e as cepas que
agruparam na variante 1A corretamente, estdo relacionadas a presenca de
guanina e citosina na sequéncia, apresentando estas Ultimas uma maior
temperatura de dissociacdo, enquanto que a cepa IOCL 3307 apresenta
maior quantidade de adenina e timina, apresentando menor temperatura de
dissociacao. Esses dados estéo de acordo com os mostrados por Hussmann
e Hansen (Hussmann e Hansen, 2018).

Ainda para o iniciador 1, a cepa IOCL 3310 caracterizada previamente
como L. (V.) naiffi, agrupou na variante 1A, diferentemente da cepa de
referéncia de L. (V.) naiffi (IOCL 1365), agrupada na variante 1E. Analisando
as sequéncias dessas mesmas amostras, observaram-se dois polimorfismos
diferentes entre elas: uma substituicdo A>T e uma T>G na cepa IOCL 3310,
enquanto que a cepa IOCL 1365 somente apresentou uma substituicdo T>A,
na mesma posicdo desta Ultima (Tabela 4.13). Isso pode explicar a
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separacdo dessas duas cepas em variantes distintas, considerando a alta
sensibilidade da técnica de HRM, sendo que um uUnico polimorfismo na
sequéncia ja é suficiente para produzir formas diferentes da curva de
dissociacao (Malentacchi et al., 2009).

A analise da amplificacdo desta cepa (Figura 4.10) mostra que a
reacdo foi eficiente e muito préxima a da cepa de referéncia para L. (V.) naiffi,
apresentando curvas similares e valores de C; muito parecidos. Este fato
confrma a separagdo correta pela técnica, baseada apenas nos
polimorfismos observados em sua sequéncia. Considerando que produtos
gue apresentam uma amplificacdo tardia devido a uma quantidade limitada
inicial de template, a degradacdo do template ou a inibicdo da reacdo de
PCR, geram resultados variaveis no HRM (Taylor et al., 2010), este fato ndo
ocorreu com relacédo a esta cepa, pois a amplificacdo de ambas foi eficiente,
com valores de C; proximos a 20, e ainda assim, apresentaram perfis de
dissociacao distintos. Neste caso tratou-se de uma cepa (IOCL 3310) da
espécie L. (V.) naiffi, confirmada por isoenzimas e pelo sequenciamento,
apresentando inclusive uma sequéncia bem parecida com a da cepa de
referéncia para L. (V.) naiffi (IOCL 1365). Entretanto, 0s poucos
polimorfismos existentes foram capazes de gerar diferencas na temperatura
(em cerca de 1°C) e na forma da curva de dissociacdo, fazendo com que o
software a agrupasse em outra variante diferente da referéncia. Esse dado
reflete a importancia de testar um amplo painel de cepas, principalmente na
fase de padronizacdo de uma técnica, permitindo assim que toda a
diversidade intraespecifica que existe no género Leishmania seja
propriamente representada e eventualmente mais de uma cepa seja usada
como referéncia.

Considerando a diversidade do género Leishmania, que compreende
provavelmente o maior nUmero de espécies patogénicas dentre os diferentes
protozoarios que parasitam humanos, existindo cerca de 20 espécies
patogénicas, e considerando também que as diferentes espécies de
Leishmania apresentam diferencas clinicas e epidemioldgicas, a
compreensao dessa doenca e o desenvolvimento de medidas para combater
a sua disseminacédo vao depender da capacidade de identificar as espécies e

caracteriza-las geneticamente (Boité et al.,, 2012). Atualmente, identificar
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essas diferencas em nivel interespecifico € um desafio, pois ainda nao existe
uma metodologia capaz de distinguir rapidamente, precisamente e com baixo
custo essas espécies. Maior desafio ainda compreende também a
identificacdo da diversidade intraespecifica. Ferramentas de caracterizacao
capazes de subdividir determinado taxon ainda ndo sdo encontradas. Com
isso, o desenvolvimento de tais ferramentas é fundamental, pois a
diversidade de populacbes parasitarias do género Leishmania pode
influenciar a evolucéo e distribuicdo de caracteres relacionados a viruléncia,
resisténcia a drogas e infectividade (Miles et al., 2009). O HRM nos permitiu
distinguir dois perfis de dissociacdo entre cepas de uma mesma espécie,
demonstrando o potencial desta abordagem para explorar a variabilidade
genética em Leishmania.

Em relacdo ao iniciador 2, trés cepas de L. (V.) braziliensis nao
apresentaram resultados no HRM correspondentes a caracterizacdo prévia
por isoenzimas e sequenciamento: IOCL 161, IOCL 167 e IOCL 1851. Estas
cepas agruparam na variante 2A, que corresponde as espécies do complexo
L. (V.) guyanensis, e ndo na variante 2B juntamente com a referéncia de L.
(V.) braziliensis. Uma das explicacbes para esse dado é a temperatura de
dissociacdo observada para essas trés cepas. Todas apresentaram
temperaturas de dissociacdo similares as cepas da variante 2A (em torno de
84,5°C), o que naturalmente as diferenciaria das cepas da variante 2B. Esta
Gltima variante apresentou temperaturas de dissociacao ligeiramente maiores
em torno de 84,8°C a 84,9°C, com variacbes de até 0,4°C entre as duas
variantes (Tabela 4.14).

Diversos fatores influenciam o comportamento da dissociagcao do DNA,
como a composi¢cao da mistura de reacao, o tamanho da regido amplificada,
o conteudo CG presente no fragmento amplificado e a concentragcdo de DNA
da amostra. Tudo isso pode interferir na forma da curva de dissociacéo obtida
(Fisher et al., 2010). A cepa IOCL 161 apresentou em sua sequéncia cinco
polimorfismos que a diferenciam das outras cepas testadas, o que também
naturalmente diferenciaria esta cepa. O mesmo fato foi observado para as
outras duas cepas (IOCL 167 e IOCL 1851), com seis encontrados na
sequéncia da cepa 167 e cinco para a 1851, em relacdo a cepa de referéncia
para L. (V.) braziliensis (IOCL 566) [Tabela 4.14]. Isso gera uma diferenca na

99



curva de dissociacdo dessas cepas, 0 que facilita sua separacdo em
variantes diferentes mesmo com temperaturas de dissociacdo semelhantes,
pois, geralmente, diferencas na curva de dissociacdo sdo mais facilmente
detectaveis do que diferencas na temperatura (Stoep et al., 2009;
Dobrowolski et al., 2009).

Esses dados apontam para a sensibilidade da técnica de HRM,
permitindo a separagcdo de cepas que apresentam diferencas minimas na
temperatura de dissociagdo. Isso estad de acordo com relatos prévios da
literatura, inclusive ha relatos de que o HRM é capaz de diferenciar
sequéncias com polimorfismos que produzem uma diferenca menor que
0,2°C na temperatura de dissociacao (Tesoriero, 2008; Fisher et al., 2010).

Estas cepas apresentam um histérico epidemiol6gico que pode
justificar as diferencas detectadas nas sequéncias nucleotidicas. As cepas
IOCL 161 e IOCL 167 foram isoladas de cdes no estado do Espirito Santo,
Brasil, e caracterizadas como L. (V.) braziliensis, espécie mais
frequentemente associada a casos da forma cutédnea da doenca e principal
agente causador da forma mucocutanea da leishmaniose (Lainson e Shaw,
1978). Essa forma clinica é mais comum em humanos, sendo a forma
classica canina da doenca a leishmaniose visceral, causada, nas Américas,
por L. (L.) infantum. Os cdes sdo considerados 0s principais hospedeiros
reservatérios de L. (L.) infantum, que é o parasita de maior preocupacao
zoonotica, particularmente no Brasil, onde aproximadamente 3.500 casos de
leishmaniose visceral humana séo reportados anualmente (Dantas-Torres,
2009). Entretanto, em certas areas, 0s ciclos de transmiss@o enzodtica de
diferentes espécies do género Leishmania podem se sobrepor, podendo
assim ocorrer co-infecgcdo nos cées. Com isso, alguns casos de co-infeccéo
por L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis ja foram relatados no sudeste do
Brasil (Madeira et al., 2006).

J4 a cepa IOCL 1851 foi isolada de um flebotomineo da espécie
Lutzomyia longipalpis no estado do Ceara, Brasil. A transmissdo das
leishmanioses na América do Sul ocorre pelos vetores do género Lutzomyia,
sendo que cada espécie de Leishmania normalmente é transmitida por mais

de uma espécie do flebotomineo vetor e a preferéncia por hospedeiros
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mamiferos também vai variar de acordo com a espécie de Leishmania
(Grimaldi et al., 1993).

Essas duas situagdes representam a diversidade que pode ser
encontrada dentro do género Leishmania. Podemos observar assim trés
casos que exemplificam essa diversidade, pois as cepas sdo de regifes
distintas e hospedeiros diferentes. E esperado encontrar cepas que
apresentem um perfil diferente, principalmente para a espécie L. (V.)
braziliensis proveniente dessas circunstancias. Considerando que uma vez
em cultura, células especificas ou alelos especificos podem estar sendo
selecionados conforme uma determinada cepa € mantida em cultura, ao
longo das varias passagens necessarias a manutencdo da mesma (Bafiuls et
al., 1999), percebemos a importancia de se cobrir a diversidade encontrada
neste taxon, principalmente durante ensaios de padronizacao.

Diante desses fatos, € reforcada a importancia de se ter uma
metodologia capaz de identificar diferencas genéticas inter e intraespecificas
em Leishmania, principalmente para o subgénero Viannia. As espécies do
subgénero Viannia, que € restrita as Américas (Kerr, 2000), variam
enormemente quanto a diversidade, sendo que L. (V.) braziliensis e L. (V.)
naiffi apresentam um alto grau de polimorfismos isoenzimaticos, ou seja, uma
alta variedade intraespecifica, com a presenca de diversos zimodemas,
enquanto que cepas de L. (V.) guyanensis sdo mais homogéneas (Cupolillo
et al., 1994; Cupolillo, 2004). Esses dados reforcam os resultados obtidos
neste estudo, onde a maioria das cepas que ndo corresponderam a
respectiva cepa de referéncia pelo HRM, pertenciam as espécies mais
variaveis do subgénero Viannia. Outro fator positivo da técnica de HRM é o
percentual de 100% obtido com os ensaios de reprodutibilidade. Foram
realizados dois experimentos iguais, com as mesmas amostras, nas mesmas
condicBes e em dias diferentes. Em ambos os experimentos, o resultado foi
exatamente o0 mesmo para todas as cepas selecionadas para esta etapa.

Apés a verificacdo da reprodutibilidade do ensaio, foi realizada a
validac&o desta metodologia com amostras clinicas de pacientes, submetidos
a determinacdo de carga parasitaria por gPCR, e diagnosticados com
leishmaniose cutanea. De um total de 66 amostras validadas, 24% foram

divergentes da sua caracterizacdo prévia, 22% apresentaram resultados
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inconclusivos e 15% foram negativas (Tabela 4.16). Das 16 amostras que
nao corresponderam a caracterizacao prévia, 81% apresentaram um valor de
C: muito proximo ou acima de 30, e uma baixa carga parasitaria. A excecao
foram trés amostras (400, 424 e 458) que apresentaram ou uma alta carga
parasitaria e/ou valores de C; menores que 30, e um resultado discordante da
caracterizacdo prévia. Essas trés amostras podem representar o percentual
de erro esperado em amostras com carga parasitaria alta, uma vez que
correspondem a 18% do total de amostras que ndo corresponderam a
caracterizacdo prévia. As amostras com valor de C; maiores que 36 foram
consideradas negativas.

Ao comparar a carga parasitaria determinada por gPCR com o0s
resultados de HRM foi possivel observar que um percentual maior de erro
ocorreu naquelas amostras que apresentaram menor carga parasitaria por
gPCR, com excecdo de uma amostra. Sendo assim, a especificidade do
HRM varia de acordo com a carga e o valor de C; da amostra. Essa hipotese
nao foi rejeitada por White e Potts em 2006, nem por Taylor e colaboradores
em 2010, em gue sugere-se gque para a obtencdo de um resultado eficiente
no HRM, amostras cujo valor de C; foi maior que 30 ciclos ndo devam ser
consideradas, pois produtos que apresentam uma amplificacdo tardia geram
resultados menos fidedignos no HRM (White e Potts, 2006; Taylor et al.,
2010°). Diante disso, é bem provavel que a carga parasitaria tenha um efeito
na especificidade do HRM.

Para 38% das amostras os resultados convergiram com a
caracterizacdo prévia. Considerando esses dados e comparando-os com
dados descritos na literatura, € possivel perceber que o HRM, para a
aplicacdo em amostras clinicas com obtencdo de resultados confiaveis com
relacédo a identificacdo de espécies infectantes, estudos adicionais devam ser
realizados buscando identificar e aprimorar os fatores que possam estar
interferindo na correta diferenciagdo dessas amostras. Como exemplos,
podemos citar a otimizacdo da reagdo para a obtencdo de melhores valores
de C; favorecendo as condi¢cdes de amplificacdo, e também a analise
baseada na carga parasitaria, a fim de determinar o ponto de corte a partir do
qual a especificidade do HRM se reduz. Esses fatores devem ser
considerados para a utlizacdo da técnica de HRM para o diagnostico
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molecular e caracterizacdo da espécie de Leishmania a partir de amostras
clinicas. Nos resultados de Ceccarelli e colaboradores foi observado que
perfis de dissociacéo reprodutiveis eram obtidos quando os valores de C; dos
amplicons eram aproximadamente de 20 a 30. Fora dessa faixa, era dificil
conseguir fazer uma comparacao entre os perfis de dissociacéo, e isso entao
poderia ser uma limitacdo do método quando amostras clinicas com baixa
carga parasitaria sdo analisadas (Ceccarelli et al., 2014).

Estudos prévios na literatura (Zampieri et al., 2016; Ziwei et al., 2017)
concluem que o HRM é um método de baixo custo, facil aplicacéo, rapido e
eficiente, € um procedimento potencialmente automatizado, sendo uma boa
alternativa para a deteccdo, quantificacdo e identificacdo de espécies de
Leishmania em amostras biolégicas e clinicas. Nossos dados corroboram
essa informacdo e apontam que o HRM é um método bastante promissor
para a diferenciacdo de espécies de Leishmania e candidato a substituir o
ensaio de isoenzimas. No entanto, deve-se ter parcimdnia ao utiliza-lo para a
caracterizacdo diretamente de material clinico, sem o isolamento prévio do
parasita em cultura, pois nessas condi¢cdes, ainda € necessario um
aprimoramento da metodologia.

Outros iniciadores foram desenhados para alvos em que ja se
conhecia a capacidade discriminatéria daquela regido do genoma, como por
exemplo o Citocromo Oxidase | (COI). Os resultados foram positivos, porém
ainda podem ser melhor explorados. Ainda assim, possibilitaram
complementar a separacdo de espécies nao abordadas anteriormente,
sendo possivel separar L. (L.) donovani de L. (L.) infantum e L. (V.)
panamensis de L. (V.) guyanensis/L. (V.) shawi. Com isso, os resultados
obtidos para este alvo sdo bem promissores, sendo possivel diferenciar
espécies filogeneticamente proximas, quase indistinguiveis por outras
metodologias (Jamjoom et al., 2004).

Dois dos quatro pares de iniciadores desenhados para este alvo néo
cumpriram seu objetivo inicial. S&o eles o COI 129, cujo objetivo foi
diferenciar L. naiffi das outras espécies, e COIl 428, desenhado para
diferenciar L. guyanensis de L. panamensis/L.shawi. Isso pode ter ocorrido
devido a classe de SNPs na qual o polimorfismo flanqueado pelos iniciadores
se encontra. Os SNPs séo categorizados em quatro classes (I, II, Ill e IV). A
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classe IV de SNPs € a mais rara e a mais dificil de identificar, pois consiste
em variacbes A>T e T>A, ou seja, difere das outras classes por uma unica
ponte de hidrogénio entre as bases nitrogenadas que compdem o
nucleotideo, resultando na menor variagdo de temperatura da curva de
dissociacao. Isso se da porgue a energia necessaria para quebrar uma dupla
ponte de hidrogénio, que € a ligacdo presente nos polimorfismos de classe
IV, serd menor quando comparada a energia necessaria para quebrar uma
tripla ponte de hidrogénio, que é a ligacdo presente nos polimorfismos das
classes de | a Ill (Taylor et al., 2010°). Com isso, o alinhamento utilizado foi
verificado na regido do iniciador COIl 428, para a analise dos polimorfismos
encontrados no fragmento amplificado. Foi verificada a presenca de duas
substituicdes de base Unica: T>C e G>A. Isso explica o fato do objetivo para
o qual o iniciador foi desenhado nado ter sido atingido. Ambos o0s
polimorfismos encontrados sdo de classe |, ou seja, vao formar a mesma
guantidade de ligacbes de hidrogénio. Dessa forma, a energia necesséria
para separar esses fragmentos serd a mesma, uma vez que um polimorfismo
compensara o outro, ndo gerando diferencas nos padrdes de dissociacao
para as espécies analisadas. Para a confirmacdo dessa hipotese, a
temperatura de dissociacdo do fragmento amplificado foi calculada, de
acordo com a regra de Wallace (Wallace et al., 1979), para as trés espécies
envolvidas no objetivo do uso deste iniciador, sendo encontrados 0s mesmos
valores de Tm para as trés espécies (Tm=80°C), ndo rejeitando a hipotese
anterior.

Assim, diante desses dados, através da combinacdo dos iniciadores
descritos por Zampieri com os iniciadores desenhados neste estudo para o
alvo COl, foi desenvolvido um algoritmo separando as principais espécies de
relevancia clinica em Leishmania. Esse algoritmo esta representado na figura
4.18 e potencialmente pode ser usado em rotina de tipagem de Leishmania

utilizando DNA de formas promastigotas do parasito, isoladas e cultivadas.
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6. Conclusodes

O alvo HSP70 mostrou boa especificidade e sensibilidade além de alta
concordancia com os resultados da quantificagdo por 18S rDNA, sendo mais
especifico que o 18S rDNA para a detecgéo de Leishmania. Esses resultados
associados a validacdo analitica provaram que a gPCR utilizando o alvo
HSP70 é a melhor op¢éo diagnostica para quantificacdo parasitaria em casos
de leishmaniose tegumentar.

O algoritmo baseado em HRM permitiu a diferenciacao das principais
espécies gue causam leishmaniose tegumentar e visceral, permitindo
também a deteccdo da diversidade intra e interespecifica que existe em
Leishmania, podendo entdo ser utilizado na rotina para a identificacdo de
espécies em amostras de cultura. Além disso, demonstrou um potencial para
a identificacdo de espécies diretamente a partir de amostras de pacientes,

desde que seja estabelecido um valor de corte, baseado no valor de C;.
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8. Anexos

Anexo 1. Painel de cepas de Leishmania e de outros protozoarios da familia Trypanosomatidae utilizados neste estudo, com a
indicagéo dos respectivos experimentos nos quais foram incluidos.

Amostras Espécie Cédigo Internacional Pais Estado Origem Referéncia Experimento
IOCL 161 Leishmania (Viannia) braziliensis MCAN/BR/1982/CV-2 Brasil ES CLIOC NAO Validacdo HRM
IOCL 166 Leishmania (Viannia) braziliensis MCAN/BR/1982/CV-23 Brasil ES CLIOC NAO Validacdo HRM
IOCL 167 Leishmania (Viannia) braziliensis MCAN/BR/1982/CV-20 Brasil ES CLIOC NAO Validacdo HRM
Padronizacéo
gPCR e HRM
. o . (couy
IOCL 240 Leishmania (Viannia) panamensis MHOM/HN/1979/INC-4 Honduras EP CLIOC SIM e
Especificidade e
sensibilidade
gPCR
IOCL 262 Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/1983/DAY Brasil MA CLIOC NAO Validagdo HRM
IOCL 322 Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/1983/JGL Brasil MA CLIOC NAO Validagdo HRM
IOCL 390 Leishmania (Viannia) sp. MHOM/VE/1980/PM-H23 Venezuela Portuguesa CLIOC NAO Validacdo HRM
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. . . . . . Padronizacéo
I0OCL 561 Leishmania (Leishmania) mexicana MHOM/BZ/1982/BEL21 Belize - CLIOoC SIM

HRM

Padronizacéo
HRM e
gPCR/Reprodutibi

I0CL 565 Leishmania (Viannia) guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 Brasil PA CLIOC SIM lidade

HRM/Especificida

de e sensibilidade
gPCR

Padronizacéo
HRM

I0OCL 571 Leishmania (Leishmania) tropica MHOM/AZ/1958/STRAINOD Azerbaijao Kirovobad CLIOC SIM
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IOCL 577 Leishmania (Leishmania) mexicana MNYC/BZ/1962/M379 CLIOC Validagdo HRM

. . . . . Turquemenis Padronizacéo
I0CL 581 Leishmania (Leishmania) major MHOM/TM/1973/5-ASKH A Asgabate CLIOC HRM
ao

IOCL 615 Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/1985/MNB ﬂ CLIOC Validagdo HRM

Padronizacéo

I0OCL 888 Leishmania equatorensis MCHO/EC/1982/LSP1 Equador HRM
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IOCL 897

IOCL 1023

IOCL 1043

IOCL 1048

IOCL 1071

IOCL 1109

IOCL 1245

IOCL 1365

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Viannia) lainsoni

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Viannia) panamensis

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania colombiensis

Leishmania (Viannia) naiffi

MDID/BR/1987/IM3217

MHOM/BR/1981/M6426

MHOM/PY/1987/FB

MHOM/NI/1988/ZE09

IFLA/BR/1985/IM2511

MHOM/BR/1988/IM3494

IGOM/PA/1985/E582.34

MDAS/BR/1979/M5533

Brasil

Brasil

Paraguai

Nicaragua

Brasil

Brasil

Panama

Brasil

AM

PA

Chontales

AM

AM

Colén

PA

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

SIM

SIM

SIM

SIM

Validagédo HRM

Padronizacéo
HRM/Reprodutibili
dade HRM

Validagdo HRM

Padronizacéo
qPCR e HRM
(coly
Especificidade e
sensibilidade
gPCR

Validagdo HRM
Valida¢cédo HRM

Padronizacéo
HRM

Padronizacéo
HRM/Reprodutibili
dade HRM

135



IOCL 1731 Leishmania (Viannia) braziliensis MCUN/BR/1992/IM154

Brasil

RO

CLIOC

Validacdo HRM

I0CL 1851 Leishmania (Viannia) braziliensis ILON/BR/1991/LU1115

I0CL 2130 Leishmania (Viannia) braziliensis MCAN/BR/1992/CS-3

I0CL 2139 Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/1996/GBS

Brasil

Brasil

Brasil

CE

ES

PB

CLIOC

CLIOC

CLIOC

Validagcdo HRM

Validagcdo HRM

Validacdo HRM

H

I0CL 2188 Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/1997/CFN

MHOM/BR/1996/MAS
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I0CL 2288 Leishmania (Viannia) braziliensis

Brasil

Brasil

RJ

PE

CLIOC

CLIOC

Validacdo HRM

Valida¢cdo HRM



I0CL 2292

I0CL 2337

IOCL 2356

I0CL 2405

I0CL 2430

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (Viannia) guyanensis

Leishmania (Viannia) guyanensis

Leishmania (Viannia) guyanensis

Leishmania (Leishmania) infantum

MHOM/BR/1997/EJSS

MHOM/BR/1997/NMT-MAO
210P

MHOM/BR/1997/NMT-MAO
246P

MHOM/BR/1997/NMT-MAO
325P

MHOM/BR/1999/SAUIPE

Brasil

Brasil

Brasil

AM

BA

CLIOC

CLIOC

Validagédo HRM

Validagdo HRM

Validagdo HRM

Validagdo HRM

Validagdo HRM
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. o o MHOM/BR/2002/NMT-RBO _
IOCL 2495 Leishmania (Viannia) braziliensis 025 Validacdo HRM

MHOM/BR/2002/NMT-

I0CL 2501 Leishmania (Viannia) braziliensis Validagdo HRM

RBO037

IOCL 2538 Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/2002/EMM Brasil CLIOC A Valida¢cdo HRM

IOCL 2586 Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/2003/ERSS Brasil MS CLIOC NAO Validagdo HRM

MHOM/BR/2004/ARARAQUA

I0CL 2660 Leishmania (Viannia) braziliensis RAL Brasil SP CLIOC NAO Validagdo HRM
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IOCL 2689

IOCL 2693

Leishmania (Viannia) utingensis

Leishmania (Viannia) braziliensis

ITUB/BR/1977/M4964

MNEC/BR/2003/NECTOMYS

Brasil

Brasil

PA

PE

CLIOC

CLIOC

Validacéo e
NAO Reprodutibilidade

HRM

NAO Validagdo HRM

I0CL 2740

Leishmania (Leishmania) amazonensis

MHOM/BR/2003/phufms-90

Brasil

MS

CLIOC

NAO Validagdo HRM

I0CL 2823

Leishmania (Viannia) braziliensis

MHOM/BR/2001/RGJ

Brasil

RJ

CLIOC

NAO Validagdo HRM

I0OCL 2842

Leishmania (Viannia) braziliensis

MHOM/BR/XXXX/LTCP14438

Brasil

BA

CLIOC

NAO Validagdo HRM

I0CL 2939

Leishmania (Viannia) guyanensis

MHOM/BR/2007/062

Brasil

AM

CLIOC

NAO Validagdo HRM
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IOCL 3011

IOCL 3059

IOCL 3061

IOCL 3062

IOCL 3141

IOCL 3162

IOCL 3163

IOCL 3212

IOCL 3229

IOCL 3231

IOCL 3281

IOCL 3305

IOCL 3306

IOCL 3307

Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Leishmania) amazonensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
L. Leishmania infantum
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis
Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Viannia) guyanensis

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (Leishmania) amazonensis

MHOM/BR/2007/RSC

MHOM/BR/2007/H-174/07

MHOM/BR/2008/0PS

MHOM/BR/1994/H-3227

MHOM/BR/2009/214

MHOM/BR/2009/217

MHOM/BR/2009/228

L.mx/L.d/L.a/L.i/L.|

MHOM/BR/2010/MFA

MHOM/BR/2010/RGA

MHOM/BR/2011/FdeAS-02

MHOM/BR/2011/LT11

MHOM/BR/2011/LT17

MHOM/BR/2011/S22

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

AM

CE

RJ

CE

MT

MT

MT

PE

PE

RO

PA

PA

PA

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validacdo HRM
Validagdo HRM
Validacdo HRM
Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validagdo HRM
Validacdo HRM

Padronizacéo
gPCR

Valida¢cdo HRM
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IOCL 3311 | Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/2011/S55 m cLIOC Validagdo HRM

I0OCL 3314 Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/2011/55-AVS A Validagcdo HRM

I0CL 3327 Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/2011/RSG Brasil PE CLIOC NAO Validagcdo HRM

IOCL 3353 Leishmania (Viannia) shawi MHOM/BR/2011/S88 Brasil Para CLIOC NAO Validagdo HRM
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IOCL 3362

IOCL 3394

IOCL 3399

IOCL 3524

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Viannia) naiffi

MHOM/BR/2006/RR/LPC005/
JE2006

MHOM/BR/2012/LCS02

MHOM/BR/2012/FdeAS6AA

MHOM/BR/2013/45J0M

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

RO

RO

CLIOC

CLIOC

CLIOC

CLIOC

Validagédo HRM

Validagéo e
Reprodutibilidade
HRM

Validagéo e
Reprodutibilidade
HRM

Validacdo HRM

I0CL 3535

Leishmania (Leishmania) amazonensis

MHOM/BR/1987/BA-125

Brasil

BA

CLIOC

Valida¢cdo HRM
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IOCL 3541

I0CL 3572

IOCL 3662

L. Viannia braziliensis

Leishmania (Viannia) naiffi

L. Leishmania mexicana

MHOM/BR/2014/61AAM

MHOM/DO/2014/085-36 JTT

MHOM/PE/2003/LH2287

Brasil

Republica

Dominicana

Peravia

CLIOC

Validagédo HRM

Validagédo HRM

Validagdo HRM

IOCL 3665 L. Viannia braziliensis

Trypanosoma rangeli

MHOM/PE/1991/LC1580

143

Peru

Cusco

CLIOC

LABIMD
OE -
I0C

Validagdo HRM

Especificidade e

sensibilidade

gqPCR



Especificidade e
COLPROT COLPR L
Herpetomonas muscarum - sensibilidade
0020 oT
gPCR

Especificidade e

COLPROT o ] COLPR o
Crithidia fasciculata - sensibilidade
0048 oT
gPCR
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Anexo 2. Amostras clinicas provenientes de pacientes suspeitos de LTA, obtidas
do Laboratério de Epidemiologia Genética, da Fiocruz de Rondbnia — Brasil,
utilizadas para a quantificacdo da carga parasitaria por gqPCR e para a validacao

do HRM.

Amostra | Raspado cPCR cPCR Espécie
KDNA HSP70

388 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
389 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
391 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) guyanensis
394 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) guyanensis
395 NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO NEGATIVO

396 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
397 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
398 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
399 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
400 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
402 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
403 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
404 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
405 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
406 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO

408 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
409 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
411 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO L. (V.) braziliensis
412 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
413 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
414 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
415 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
417 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
418 POSITIVO | POSITIVO | NEGATIVO NEGATIVO

419 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
420 NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO NEGATIVO

421 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO

422 NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO NEGATIVO

423 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
424 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) guyanensis
425 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO

426 POSITIVO | POSITIVO | NEGATIVO NEGATIVO

427 POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | L. (V.) braziliensis
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428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
462
464
465
466
467
468
469
470

NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

L. (V.) guyanensis
NEGATIVO

L. (V.) braziliensis

. (V.) braziliensis
NEGATIVO

. (V.) guyanensis

. (V.) braziliensis

. (V.) braziliensis

. (V.) braziliensis
NEGATIVO

. (V.) braziliensis

. (V.) braziliensis

. (V.) braziliensis
NEGATIVO

. (V.) braziliensis
NEGATIVO

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis
L. (V.) shawi

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis
NEGATIVO

L. (V.) braziliensis
NEGATIVO

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) braziliensis

- - - —

- -

—
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471
472
473
474
475
476
477
479
480
481
482
484
485
486
487
488
489
490

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO

NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO

NEGATIVO
L. (V.) braziliensis
NEGATIVO
NEGATIVO
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
NEGATIVO
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) guyanensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
L. (V.) braziliensis
NEGATIVO
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Anexo 3. Valores médios de C; obtidos para os 92 pacientes analisados com 0s

dois alvos estudados (HSP70 e 18S rDNA) e com o alvo controle humano

RNAse P, em multiplex com cada um dos dois alvos:

Amostra | Média Cy 18S Média C+ Média Ct Média C+

Leishmania | RNAse P/18S HSP70 RNAse
rDNA P/HSP70

388 33,2854 19,1419 34,590 19,27929878

389 33,6827 21,6950 35,369 22,05628014

391 19,1636 18,5961 33,3317 19,41337681

394 20,4214 21,7479 25,1303 22,79040337

395 25,6344 23,3395 28,0813 23,14663124

396 20,0247 20,2340 21,9396 20,72738743

397 32,8960 21,3795 34,7843 22,29020786

398 35,8524 21,5713 Undetermined | 21,99549866

399 19,5476 19,2305 22,6800 21,36642456

400 22,2409 21,1934 23,5117 21,55189228

402 31,5893 21,6545 31,5976 21,57723141

403 Undetermined | 20,2428 Undetermined | 21,38078117

404 Undetermined | 19,3423 Undetermined | 20,76049995

405 26,7979 19,8601 28,9200 21,03402424

406 30,9544 19,1801 Undetermined | 19,92348099

408 26,4783 19,7956 28,3940 20,383

409 36,9947 20,8086 38,2545 21,4815

411 25,3111 19,5821 26,4720 19,6515

412 20,4722 19,9819 22,0570 20,5515

413 38,6472 18,7125 Undetermined | 34,447

414 20,3023 20,4245 21,4730 20,8035

415 34,5285 19,7363 37,0955 19,716

417 27,6170 19,6373 29,5815 19,497

418 30,0602 23,5095 32,1840 24,967

419 25,7840 20,6446 27,0890 21,4275

420 35,8632 20,1966 Undetermined | 20,881

421 35,3439 19,3184 35,8280 19,523

422 35,4440 20,5393 36,1670 20,9865

423 24,9459 20,6263 26,1080 21,2855
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424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460

15,4133
33,2092
31,8446
26,6700
35,0194
34,1740
35,4246
36,3289
Undetermined
35,1328
Undetermined
35,0840
23,1729
29,0713
34,1989
25,9696
34,9774
25,2149
26,5434
27,5860
19,2805
34,4084
17,2221
24,1342
26,7963
36,5151
27,5142
27,5856
24,9320
33,9738
23,8864
35,0322
37,2774
26,1867
21,2131
28,3155
Undetermined

19,2882
20,3522
20,4080
21,0511
22,8734
19,0471
19,1309
20,5786
19,4588
21,1417
21,9499
18,6956
18,2793
19,0364
19,4009
18,3694
20,9956
20,6913
21,3780
18,9921
19,5403
19,8835
18,3026
19,8238
21,5925
20,2212
21,6659
20,0590
19,3119
21,3167
17,9984
20,5687
18,5844
20,7747
19,0172
19,8193
23,5433

16,5570
34,8180
33,1825
27,9725
36,3240
Undetermined
Undetermined
37,5540
Undetermined
Undetermined
Undetermined
Undetermined
25,1400
31,3585
Undetermined
26,4025
Undetermined
26,3560
28,9960
29,0160
22,6985
35,1165
18,3785
25,9285
27,4900
Undetermined
31,4715
30,0915
25,9610
35,3465
25,0135
Undetermined
Undetermined
Undetermined
31,5400
30,1715
Undetermined

20,183
20,142
21,1775
22,11
22,8615
19,2085
19,029
22,7315
20,036
22,647
24,7755
18,8255
19,003
19,857
20,017
18,9755
20,87
20,84
21,5225
18,968
21,8325
20,705
19,0315
19,894
22,2555
19,9725
23,044
20,0425
20,0575
21,9775
18,2975
20,918
18,7335
21,581
19,239
20,06
24,163
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462
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
479
480
481
482
484
485
486
487
488
489
490

25,9285
33,0913
36,9161
25,1340
Undetermined
23,8131
Undetermined
36,0194
34,1770
32,6191
34,2155
35,9169
25,1823
24,1431
28,2100
Undetermined
33,4022
Undetermined
23,6125
27,1315
31,4202
34,9269
34,1701
24,7152
23,9290
35,1436

19,0550
21,0919
17,1819
16,7856
17,7933
20,4827
22,4344
21,5851
19,6539
17,4573
17,7530
18,3189
17,8698
18,9403
17,8833
17,9629
16,9159
21,7515
18,2750
17,5357
17,6493
17,8987
17,5519
21,0258
18,5817
18,8245

27,9910
36,6915
Undetermined
27,5730
Undetermined
29,2475
Undetermined
Undetermined
35,111
35,6015
Undetermined
Undetermined
27,4610
25,0155
30,7490
Undetermined
36,3700
Undetermined
25,6180
29,1585
33,9490
36,2310
Undetermined
26,5405
26,5415
Undetermined

20,1105
21,4185
18,217
17,86
18,3585
20,7405
22,7035
21,7595
20,274
18,149
18,256
18,738
17,924
18,851
18,905
18,3685
17,855
22,7865
18,7055
18,1875
18,7975
18,9605
18,7365
22,0615
19,02055359
19,59
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Anexo 4. Valores das quantidades de Leishmania e DNA humano obtidos para

cada duplicata e os valores da quantidade normalizada (parasitas/ig DNA

humano) para cada amostra, para o alvo HSP70.

Amostra

Qt Leish (Par/mL)

Qt RNAse P (ug/mL)

Qt média normalizada
(Par/ug)

10,62

76,59

395

2461,07

909,054603

396

166902,33

11126,3535

397

59,88

7,91219215

398

NEGATIVO

399

92037,33

10168,6173

400

58019,47

6569,40192

402

309,58

29,7275177

403

NEGATIVO

404

NEGATIVO

405

1546,68

123,161427

406

NEGATIVO

408

2207,47

112,348098
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409

4,48

9,54

0,34553914

411

8391,45

30,03

249,273932

412

156277,10

17,10

8765,70811

413

0,00

NEGATIVO

414

208678,04

15,00

15439,6102

415

3,63

31,64

0,2512307

417

863,65

56,79

33,0056913

418

165,76

0,87

200,224423

419

5273,43

9,16

547,740586

420

14,21

NEGATIVO

421

7,24

33,01

0,5358003

422

15,68

1,09E+00

423

9160,49

12,94

1001,87759

424

7227891,55

18,25

290531,236

425

30,62

19,44

1,57E+00

426

105,22

11,51

7,91081203

427

3320,63

5,96

486,603032

428

5,83

3,58

3,56904996

429

34,99

NEGATIVO
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430

51,99

NEGATIVO

431

3,39

1,00E+00

432

25,92

NEGATIVO

433

4,03

NEGATIVO

434

1,03

NEGATIVO

435

47,79

NEGATIVO

436

19979,35

57,18

390,682878

437

376,85

29,77

10,9403715

438

27,27

NEGATIVO

439

8729,48

40,69

169,792044

440

11,08

NEGATIVO

441

8596,12

9,65

647,050655

442

1799,83

8,67

167,63533

443

1753,46

59,03

28,3663403

444

26660,73

2,38

13868,7034

445

15,96

14,99

1,66587162

446

1789024,46

64,44

37991,5642

447

11363,79

25,97

420,127761
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448

4328,50

4,99

744,216216

449

36,20

NEGATIVO

450

322,64

2,74

91,2522464

451

733,02

33,71

29,7034457

452

10033,52

22,38

459,100466

453

29,24

8,39

3,17614428

454

19516,73

112,39

284,248436

455

12,59

NEGATIVO

456

53,68

NEGATIVO

457

7,58

NEGATIVO

458

313,49

44,93

6,32245311

459

696,20

28,23

27,6078723

460

1,63

NEGATIVO

462

2756,81

20,98

122,583245

464

5,82

7,25

0,88248233

465

107,98

NEGATIVO

466

3868,12

91,11

35,7132445

467

75,64

NEGATIVO

468

1391,89

19,18

81,3658298
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469

4,41

NEGATIVO

470

9,13

NEGATIVO

471

22,00

1,18E+00

472

24,31

98,45

0,2027249

473

93,05

NEGATIVO

474

65,14

NEGATIVO

475

4296,74

87,00

40,4746321

476

19872,65

72,13

400,973268

477

328,97

61,61

9,45239569

479

72,97

NEGATIVO

480

10,58

119,32

0,09725556

481

3,80

NEGATIVO

482

14229,76

63,92

230,642545

484

1419,17

72,08

15,6797889

485

89,24

54,19

1,08545576

486

11,89

56,25

2,11E-01

487

60,45

NEGATIVO

488

7906,15

7,12

1219,5617
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7934,55 154,180775

NEGATIVO
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Anexo 5. Quantidades médias de Leishmania e DNA humano, com o alvo 18S
rDNA e também a quantidade normalizada (Eq. Par./ug DNA humano) para cada
amostra dos 92 pacientes analisados:

Par. Eq./mL png/mL Eq. Par/ug
Amostra Quant‘idade rr.1édia Quantidade média DNA Carga normalizada
Leishmania humano
388 37,334 42,274 0,883157025
389 27,639 9,261 2,984267932
391 511.509,063 57,887 8836,327333
394 215.044,688 8,978 23951,66495
395 6.353,071 3,513 1808,668066
396 281.399,469 21,912 12842,43355
397 47,051 11,154 4,218400056
398 6,525 9,997 0,652638901
399 388.780,563 41,371 9397,429207
400 64.200,703 12,550 5115,775731
402 117,471 9,509 12,35419702
403 NA 21,907 NEGATIVO
404 NA 37,807 NEGATIVO
405 2.918,492 27,347 106,7196628
406 175,310 41,374 4,237154246
408 3.637,649 28,512 127,5812371
409 2,950 15,645 0,188522962
411 8.032,498 32,489 247,2358529
412 209.900,641 26,705 7859,866986
413 0,989 53,753 0,018404642
414 233.094,031 19,800 11772,27545
415 16,652 29,390 0,566587808
417 1.664,426 31,195 53,35544579
418 319,850 3,183 100,4975259
419 5.745,641 17,252 333,036022
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420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451

6,336
9,056
8,409
10.117,203
6.350.526,000
42,547
99,286
3.158,958
11,298
19,832
8,520
4,625
NA
10,376
NA
10,724
33.662,938
624,277
19,502
5.066,205
11,525
8.480,377
3.440,387
1.710,386
464.857,781
18,159
1.867.367,500
17.566,080
2.897,966
4,080
1.784,201
1.744,896

22,873
37,831
18,321
17,589
38,510
21,414
20,330
13,546
4,623
44,173
42,206
17,968
34,612
12,902
7,975
54,567
70,326
45,840
36,224
65,855
14,012
16,748
11,388
45,571
33,044
26,949
68,413
28,366
9,859
22,079
9,497
24,384

0,276993647
0,239381609
0,458971042
575,1920189
164907,4209
1,986874195
4,883707892
233,2090994
2,443713181
0,448960345
0,201861389
0,257392904
NEGATIVO
0,804260076
NEGATIVO
0,196527032
478,6697419
13,61846187
0,538378182
76,93010126
0,822532731
506,3521071
302,1148032
37,53242382
14067,9273
0,673846353
27295,49981
619,2671279
293,9507853
0,184805279
187,8655163
71,55894632
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452
453
454
455
456
457
458
459
460
462
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
479
480
481
482
484
485
486
487

10.264,900
22,705
21.140,348
11,451
2,841
4.390,639
127.335,141
1.039,375
NA
5.216,809
43,067
3,110
8.916,205
NA
21.780,605
NA
5,701
22,605
57,110
19,284
6,109
8.627,928
17.460,953
1.142,152
NA
35,663
NA
24.917,340
2.328,168
138,928
12,834
19,885

37,921
11,592
81,864
18,144
58,064
15,936
44,923
28,371
3,145
43,905
13,402
132,494
168,129
92,377
18,948
6,011
9,882
30,881
112,850
94,885
67,831
90,120
46,982
89,086
83,791
154,998
8,957
70,054
107,954
100,767
86,812
108,505

270,6947511
1,958657975
258,2375634
0,631086394
0,048935576
275,5140688
2834,52356
36,63478501
NEGATIVO
118,8202551
3,213546814
0,023475674
53,03203491
NEGATIVO
1149,501394
NEGATIVO
0,576864213
0,73199275
0,506064887
0,203236645
0,090063543
95,73863942
371,6528028
12,82075188
NEGATIVO
0,230088608
NEGATIVO
355,6866374
21,56621826
1,378700081
0,147832703
0,183261601
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20.186,436 58,083 347,5453275
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